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UN PROCEDIMIENTO PARA AUMENTAR LA FORMACION DE ACIDO
PIROGLUTAMICO DE UNA PROTEINA

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un procedimiento para la conversion de un residuo de
glutamina y/o acido glutamico N-terminal de una proteina en &cido piroglutamico
en un proceso de purificacion. Ademas, la presente invencion también se refiere a
un procedimiento de purificacion de una proteina que contiene un &cido
piroglutamico N-terminal. Los procedimientos de la presente invencion se pueden
incluir en un proceso de fabricacion para preparar una proteina que tiene un acido
piroglutamico N-terminal, en particular, para preparar un principio farmacéutico

activo (API) para un producto farmacéutico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La mayoria de las proteinas terapéuticas recombinantes presentan una o varias
modificaciones postraduccionales. Esta modificaciones pueden producirse durante
su sintesis ribosémica o (mas habitualmente) después de finalizada la sintesis.
Hasta la fecha se han caracterizado un gran numero de modificaciones
postraduccionales y estas modificaciones pueden impartir algin aspecto
estructural o un papel funcional a la proteina afectada. Las modificaciones
postraduccionales asociadas con proteinas terapéuticas incluyen la carboxilacion,
hidroxilacion, amidacion y sulfatacion, formacién de puentes disulfuro vy
procesamiento proteolitico, asi como glucosilacion, isomerizaciéon, oxidacion,
ciclacion de una glutamina o acido glutamico N-terminal en &cido piroglutamico,
fragmentacion y agregacion. Por lo tanto, las modificaciones postraduccionales
pueden estar causadas por modificacion enzimatica de la proteina o por
conversion no enzimatica y pueden producirse modificaciones postraduccionales
dentro del hospedador de expresion, durante el cultivo celular o durante la
purificacion o conservacion de la proteina.

Los anticuerpos monoclonales recombinantes se estan convirtiendo en una
herramienta de gran valor para la industria de la biotecnologia y se han aprobado
numerosos anticuerpos para el tratamiento de diversas enfermedades. Como los
anticuerpos generalmente se producen en células de mamifero, tales como las
celulas CHO, estos pueden tener diferentes modificaciones postraduccionales que
conducen a la heterogeneidad en el producto. La heterogeneidad puede estar

causada por cambios en la carga superficial del anticuerpo, bien directamente,



como un cambio en el numero de residuos cargados, o indirectamente, como una
alteracion quimica o fisica que cambia la distribucion de la carga superficial tal
como glucosilacion, corte por carboxipeptidasa de la lisina C-terminal de la cadena
pesada y ciclacion de un residuo de glutamina o acido glutamico N-terminal en
acido piroglutamico.

Los anticuerpos estan constituidos generalmente por unidades estructurales
basicas, cada una de las ellas con dos cadenas pesadas grandes y dos cadenas
ligeras pequenas unidas a través de puentes disulfuro e interacciones no
covalentes. Existen diferentes tipos de cadenas pesadas de anticuerpo y
diferentes tipos de anticuerpos, las cuales se agrupan en diferentes isotipos en
funcion del tipo de cadena pesada que posean. Por ejemplo, existen cuatro
isotipos de la IgG humana (1 a 4), dependiendo del gen que codifica para la region
constante de la cadena pesada. El dominio constante de la cadena ligera esta
codificado por dos genes (k o A). Por consiguiente, cada isotipo de IgG puede ser
K 0 A, por ejemplo, IgG1k. Aunque existen varios tipos de anticuerpos producidos
en diferentes tipos de lineas celulares, los anticuerpos clinicamente mas
significativos son anticuerpos de longitud completa de los tipos IgG1 o 1gG2.
Muchos de los anticuerpos humanos de tipo IgG1 o IgG2 contienen un residuo de
acido glutamico (Glu) y/o de glutamina (GIn) en el extremo N-terminal de la cadena
ligera o de la cadena pesada o en ambas. Una parte importante de los genes de
cadena ligera codifican para acido glutamico o glutamina. Dichos residuos de
glutamina y/o acido glutamico N-terminal pueden sufrir ciclacién para formar
piroglutamato (pGlu), tal y como se muestra en la Figura 1. La formacion de
piroglutamato se produce, por lo tanto, en practicamente todos los anticuerpos
clinicamente significativos y los diferentes niveles de finalizacion del procedimiento
son una fuente comun de heterogeneidad. Esta heterogeneidad no es deseada en
anticuerpos terapéuticos, ya que estos cambios pueden alterar las propiedades de
carga superficial del anticuerpo o bien directamente cambiando el nimero de
grupos cargados o indirectamente introduciendo alteraciones estructurales. Dichas
modificaciones tienen el potencial de reducir la actividad biologica, asi como
alterar la farmacocinética y la antigenicidad.

Durante la ciclacion de la glutamina, la amina primaria N-terminal (cargada
positivamente a pH neutro) se convierte en una amida neutra, lo que resulta en un
cambio de la carga neta del anticuerpo. La reaccion va acompariada de una
perdida de amoniaco (17 Da). Por consiguiente, la ausencia de ciclacion puede

ser detectada como variantes basicas por cromatografia de intercambio catidnico,



ya que el pico principal es generalmente la especie totalmente ciclada o como
picos de elucion tardia por HPLC de fase inversa debido a la mayor hidrofobicidad
despues de la perdida de la amina N-terminal.

La ciclacidon del acido glutamico se produce a través del grupo carboxilo de la
cadena lateral y de la amina N-terminal, formando asi una amida neutra y
liberando agua (18 Da). La carga neta sigue siendo la misma debido a que se
condensan en la reaccion un grupo acido y uno basico, sin embargo, la pérdida de
dos residuos cargados aumenta la hidrofobicidad de la molécula, lo que permite la
deteccion por HPLC de fase inversa.

No se conoce completamente el mecanismo de formacion de acido piroglutamico
en anticuerpos. La ciclacion puede suceder espontaneamente o puede ser
facilitada por una enzima glutaminil ciclasa. Sigue sin quedar claro si la glutaminil
ciclasa es activa en la linea celular CHO, que es la utilizada mas frecuentemente
en la produccion de anticuerpos; sin embargo, tasas de ciclacion espontanea
indican que la reaccion probablemente no sea enzimatica.

Por ejemplo, Yu et al. (Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2006;
42:455-463) investigaron la formacion no enzimatica de piroglutamato a partir de
acido glutamico (Glu o E) en el extremo N-terminal tanto de la cadena ligera como
de la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal durante un periodo de 3
meses. Yu et al. afirman que esta ciclacion no enzimatica de Glu en pGlu de los
Acm podria ser una de las principales vias de degradacién que intervienen en la
produccion y almacenamiento de Acm dependiendo de las condiciones de pH y
temperatura durante el proceso de desarrollo. Estos autores concluyeron que no
esta claro que dicho piroGlu pueda inducir otras modificaciones y alterar la
bioactividad o la potencia terapéutica del Acm, proponian controlar
minuciosamente la formacion de pGlu N-terminal, ya que podria ser critico para
garantizar la calidad del efecto terapéutico de los Acm con Glu N-terminal.

Chelius et al. (Anal. Chem. 2008, 78, 2370-2376) también han investigado la
formacion no enzimatica de piroglutamato a partir de acido glutamico en el
extremo N-terminal tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada de varios
anticuerpos monoclonales y han descubierto que esta reaccién no enzimatica se
produce muy frecuentemente y que puede detectarse tras unas semanas de
incubacion a 37 °C y 45 °C. La velocidad de esta reaccion se midio en varios
tampones acuosos con diferentes valores de pH, observandose una formacion
minima de acido piroglutamico a pH 6,2 y un aumento de la formacién de &cido

piroglutamico a pH 4 y pH 8.



Vista la conversion de glutamina (GIn o Q) en piroglutamato, Dick et al.
(Biotechnology and Bioengineering, Vol. 97, N° 3, 15 de junio de 2007)
demostraron que dicha ciclacion de la glutamina N-terminal de un anticuerpo
monoclonal recombinante se produce espontaneamente y concluian que la
conversion casi completa observada en muchos anticuerpos monoclonales en el
acondicionamiento final lo mas probable es que esté causada por una
combinacion de las condiciones de incubacion y purificacion en el biorreactor,
teniendo lugar gran parte de la modificacion en el biorreactor. Este estudio
demuestra que la variante piro-Q frecuentemente observada en muchos
anticuerpos recombinantes se produce dentro del biorreactor, existiendo una
pequena contribucion del procedimiento de purificacion y esta acelerada por la
temperatura elevada y la composicion del disolvente. Especificamente, la mayor
conversion se observa a 37 °C y en un tampon fosfato a 35 mM con NaCl 75 mM
(pH 6,2).

Asi, las modificaciones postraduccionales, tales como la ciclacién del residuo de
glutamina o acido glutamico N-terminal pueden conducir a heterogeneidad de la
proteina expresada que puede diferir de un lote a otro debido a ligeras variaciones
en las condiciones de produccion y purificacion. Por consiguiente, uno de los retos
mas dificiles para producir una proteina biosimilar es comprobar la heterogeneidad
del producto innovador. Por lo tanto, se necesita un procedimiento de purificacion
robusto y reproducible a escala industrial con un soporte analitico para satisfacer
los estrictos requisitos de pureza en proteinas farmacéuticas, tales como
anticuerpos.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de conversion de
un residuo de glutamina y/o acido glutamico N-terminal de una proteina en acido
piroglutamico en un proceso de purificacion, que comprende la etapa de incubar la
proteina en condiciones que promueven la ciclacién del residuo de glutamina y/o
acido glutamico N-terminal.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de purificacion
de una proteina que contiene un residuo de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal, comprendiendo el procedimiento una etapa de conversion del residuo de
glutamina y/o acido glutamico N-terminal de dicha proteina en acido piroglutamico
N-terminal. Dicha conversion se realiza en condiciones que promueven la ciclacion
del residuo de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal.

Un tercer aspecto de la presente invenciéon se refiere a un procedimiento de



preparacion de una proteina que tiene un acido piroglutamico N-terminal tal como
un principio activo para el producto farmaceéutico, el procedimiento comprendiendo
cualquiera de los procedimientos de purificacion del primer o segundo aspecto, asi
como realizaciones de los mismos.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un proceso alternativo de
preparacion de una proteina que tiene niveles mayores o controlados de acido
piroglutamico N-terminal con el fin de reducir u obtener la heterogeneidad deseada
del producto.

Los presentes inventores han descubierto que introduciendo una etapa de
incubacion/conversién de los residuos de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal
en acido piroglutamico durante el proceso de purificacién de una proteina que
tiene un residuo de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal, en particular de un
anticuerpo monoclonal, el nivel de heterogeneidad se puede manipular hasta los
niveles deseados.

Otros objetos de la presente invencion se haran evidentes tras la lectura de la
presente descripcion, Figuras y reivindicaciones.

DEFINICIONES:

El término “identidad” tal y como se usa en el presente documento se refiere al
grado de relacion entre dos secuencias de aminodacidos o entre dos secuencias de
nucledtidos y se describe por el parametro “identidad de secuencia’. Para los
propositos de la presente invencion, el grado de identidad de secuencia entre dos
secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman-
Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) segun
implementado en el programa de Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet.
16: 276-277), preferiblemente la version 3.0.0 o posterior. Los parametros
opcionales usados son penalizacion de hueco abierto de 10, penalizacion de
extension de hueco de 0,5 y la matriz de sustitucion EBLOSUMB2 (version
EMBOSS de BLOSUM®B2). El resultado de Needle marcado como “identidad mas
larga” (obtenida usando la opcion —nobrief) se usa como el porcentaje de identidad
y se calcula de la siguiente forma: (Residuos idénticos x 100)/(Longitud de
alineamiento — Numero total de huecos en el alineamiento).

El termino “N-terminal” "extremo N-terminal” o “amino terminal” tal y como se usa
en el presente documento se refiere a un grupo amina libre (-NH;) en la parte
terminal de una proteina o polipéptido. La forma habitual de escribir una secuencia

de proteina o polipéptido es poner el extremo N-terminal en la izquierda y escribir



la secuencia desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal. Cuando la
proteina o polipéptido se traduce del ARN mensajero, esta se crea desde el
extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal.

El termino “glutamina”, “acido 2-amino-4-carbamoilbutancico”, “GIn” o “Q" tal y
como se usa en el presente documento es uno de los 20 aminoacidos codificados
por el cédigo genetico comun. Su cadena lateral es una amida formada por
sustitucion de la cadena lateral carboxilo del acido glutamico con un grupo
funcional amida. Por consiguiente, se puede considerar la amida del acido
glutamico.

El término “acido glutamico”, "acido 2-aminopentanodioico”, “Glu” o “E” tal y como
se usa en el presente documento es uno de los 20 aminoacidos codificados por el
codigo genético comun. El grupo funcional del acido carboxilico de la cadena
lateral existe en su forma carboxilada desprotonada con carga negativa a pH
fisiologico.

El término “polipéptido” tal y como se usa en el presente documento se refiere a
una unica cadena lineal de mondmeros de aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos. Los aminoacidos que han sido incorporados en un polipéptido se
denominan ‘“residuos”; cada polipéptido tiene un residuo N-terminal y uno C-
terminal en los respectivos extremos del polipéptido. Los polipéptidos tal y como
se usan en el presente documento son péptidos mas largos que comprenden mas
de aproximadamente 20 aminoacidos consecutivos.

El termino “proteina” tal y como se usa en el presente documento se refiere a
compuestos bioguimicos que consisten en uno o mas polipéptidos generalmente
plegados en una forma globular o fibrosa, facilitando una funcién biolégica. Una
proteina puede estar unida por enlaces diferentes a los enlaces peptidicos, por
ejemplo, dichos polipeptidos gue constituyen la proteina pueden estar unidos por
enlaces disulfuro. El término "proteina” tal y como se usa en el presente
documento se pretende que abarque anticuerpos, fragmentos de proteinas vy
anticuerpos, formas escindidas de proteinas y anticuerpos y similares, que tienen
mas de aproximadamente 20 residuos de aminoacidos consecutivos. Ademas,
proteina tal y como se usa en el presente documento se pretende que abarque
polipéptidos que se encuentran de manera natural y polipéptidos producidos de
manera recombinante.

El termino "acido piroglutamico”, “5-oxoprolina®, "acido pidélico” o “piroglutamato”
tal y como se usa en el presente documento se refiere en términos generales a un

derivado de aminoacido poco comun en el que el grupo amino libre del acido
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glutamico o la glutamina se cica para formar una lactama. Se ha encontrado en
muchas proteinas (por ej., bacteriorodopsina, fibrina, fibrindgeno), péptidos
neuronales y hormonas (por €j., Neurotensina, Gastrina, Apelina y Orexina A) y
anticuerpos  (por gj., Infliximab, Cetuximab, Rituximab, Trastuzumab,
Bevacizumab, Panitumumab, Adalimumab, Ranibizumab). Los residuos de
glutamina y acido glutdmico N-terminal pueden ciclar espontaneamente para
convertirse en piroglutamato. Esta es una de las diferentes formas de extremos N
terminales blogueados que presentan un problema de secuenciacion del extremo
N-terminal cuando se usa la quimica de Edman, la cual requiere un grupo amino
primario libre no presente en el acido piroglutamico. La enzima piroglutamato
aminopeptidasa puede restaurar un extremo N terminal libre escindiendo el
residuo piroglutamato.

Tal y como se usa en el presente documento, un “proceso de purificacion”, se
refiere a un proceso o a una serie de procesos destinados a aislar una proteina de
una mezcla compleja. La proteina puede consistir en una o mas isoformas, es
decir, muestra heterogeneidad. E! término “proceso de purificacion” abarca sin
limitacion purificacién de proteinas y anticuerpos. El material de partida es
generalmente un cultivo celular (por ej., un cultivo de células de mamifero, un
cultivo de levaduras o un cultivo de microorganismos) y las diferentes etapas en el
proceso de purificacidn pueden liberar la proteina de una matriz en la que esta
confinada, separar la proteina y las partes no proteicas de la mezcla y, por Gltimo,
separar la proteina deseada del resto de las demas proteinas. En el caso de que
la proteina sea un anticuerpo, la separacion tipica comprende una cromatografia
de afinidad con proteina A, cromatografia de intercambio catidnico, cromatografia
de intercambio anidnico, interaccidon hidréfoba y/o cromatografia con
hidroxiapatita.

El téermino “anticuerpo” tal y como se usa en el presente documento se refiere a
una molécula de inmunoglobulina compuesta por cuatro cadenas de proteina, dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por puentes
disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién variable de cadena
pesada (abreviado en el presente documento como HCVR o VH) y una region
constante de cadena pesada (CH). La regién constante de la cadena pesada esta
comprendida por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta
comprendida por una region variable de cadena ligera y una regién constante de
cadena ligera. La region constante de la cadena ligera esta comprendida por un

dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir a su vez en regiones de
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hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad
(CRD), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas
regiones altamente conservadas (en inglés "framework regions”) (FR). Cada VH y
VL esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestos desde el extremo amino
terminal hasta el extremo carboxi terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. El anticuerpo incluye, por ejemplo, anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, los fragmentos Fab y Fv de cadena
sencilla (scFv) de los mismos, anticuerpos bioespecificos, heteroconjugados,
anticuerpos humanos y humanizados. Dichos anticuerpos pueden producirse de
varias maneras, incluyendo cultivos de hibridoma, expresion recombinante en
cultivos de celulas de mamifero o bacterias y expresion recombinante en animales
transgénicos. También se pueden producir anticuerpos seleccionando una
secuencia de una libreria de secuencias expresadas en sistemas de expresion,
tales como fagos filamentosos, bacterias, levaduras o ribosomas. Existen
abundantes guias en la literatura para seleccionar una metodologia de produccion
concreta, por ej., Chadd and Chamow, Curr. Opin. Biotechnol., 12:188-194 (2001).
La eleccion de una metodologia de fabricacion depende de varios factores,
incluyendo la estructura deseada del anticuerpo, la importancia de las porciones
carbohidrato en los anticuerpos, la facilidad de cultivo y purificacion y el coste. Se
pueden generar muchas estructuras diferentes de anticuerpos utilizando la
tecnologia de expresion estandar, incluyendo anticuerpos de longitud completa,
fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fab y Fv, asi como anticuerpos
quiméricos que comprenden componentes de diferentes especies.

El termino “producto farmacéutico”, tal y como se usa en el presente documento
significa una forma de dosificacion que comprende un principio farmacéutico activo
(APIl) adecuado para la administracion a un mamifero, tal como un sujeto humano,
donde dicha forma de dosificacion puede contener portadores y/o excipientes
adecuados y que se usa en ensayos clinicos o esta aprobado para
comercializacion por  una autoridad nacional, regional o internacional. Los
productos farmaceéuticos que comprenden una proteina, por €j., una proteina o un
anticuerpo, preparados mediante cualquiera de los procedimientos de la presente
invencion se pueden preparar mediante tecnicas convencionales, por gj., como las
descritas en Remington: The Science and Practice of Pharmacy 1995, editado por
E. W. Martin, Mack Publishing Company, 192 edicion, Easton, Pa. Los productos
farmacéuticos pueden aparecer en formas convencionales, por ejemplo, capsulas,

comprimidos, pastas o polvos liofilizados, aerosoles, soluciones, suspensiones o
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aplicaciones topicas, en particular como inyecciones, tales como inyecciones
subcutaneas o intravenosas. El producto farmacéutico se puede encontrar en una
variedad de formulaciones farmaceuticas aceptables y puede combinarse con uno
o mas portadores fisioldgicamente aceptables. E! portador o diluyente
farmaceutico empleado puede ser un portador o diluyente soélido o liquido
convencional. Ejemplos de portadores solidos son lactosa, terra alba, sacarosa,
ciclodextrina, talco, gelatina, agar, pectina, acacia, estearato de magnesio, acido
estearico o éteres de alquilo corto de celulosa. Ejemplos de portadores liquidos
son jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva, fosfolipidos, esteroles, acidos
grasos, aminas de acido graso, polioxietileno, soluciones tampén isoténicas, agua
y solucién salina estéril,

DIBUJOS

Figura 1: Esta Figura muestra una representacién esquematica del mecanismo de
formacion de acido piroglutdmico durante la ciclacion de la glutamina y acido
glutamico N-terminal.

Figura 2. Esta Figura muestra los perfiles de la cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio cationico (IEX-HPLC) de dos lotes comerciales de
Rituximab Ref de Lote M86188 y Ref de Lote B6109B01, asi como de la
preparacion de Rituximab D83 BSR4 producido aqui. En el perfil del
cromatograma se indican los pre-picos, el pico principal y los post-picos. Se
encontro que el pico principal consistia en moléculas de Rituximab que carecian
de los dos residuos de lisina en el extremo C terminal y que tenian los 4 residuos
de glutamina convertidos en piroglutamato. Se vic que las diferencias significativas
entre la aparicion de los post-picos de las preparaciones de anticuerpo Rituximab
disponible comercialmente y el de la preparacion de Rituximab D83 BSR4
producida aqui, eran causadas principalmente por la ciclacién incompleta de
residuos de glutamina N-terminal.

Figura 3: Esta Figura muestra cuatro graficos que representan la correlacién entre
el area total de pico en AEX (intercambio aniénico) y CEX (intercambio catiénico) y
el tiempo de incubacion a diferentes temperaturas. Los graficos superiores
corresponden a la incubacion a temperatura ambiente y los gréaficos inferiores a la
incubacion a 37 °C. FT corresponde al flujo continuo de la cromatografia.

Figura 4: Esta Figura muestra la cinética de conversion de las isoformas post-
picos de Rituximab en la isoforma del pico principal a temperatura ambiente
(paneles superiores), a 37°C (paneles centrales) y a 45 °C (paneles inferiores) a

una concentracion baja de proteina (1,85 mg/ml; paneles de la izquierda), a una
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concentracion media de proteina (3,7 mg/ml; paneles centrales) y a una
concentracion alta de proteina (9,25 mg/ml; paneles de la derecha) en una
solucion con adicidn de fosfato de sodio 35 mM y con pH ajustado a 6,25.

Figura 5: Esta Figura muestra el efecto de diferentes concentraciones de fosfato
(30, 60 y 80 mM), concentraciones de cloruro sodico (50 y 25 mM) a pH 5,8 y 6,2
sobre la cinética de conversion de las isoformas post-pico de Rituximab en la
isoforma del pico principal.

DESCRIPCION DETALLADA LA INVENCION

Los presentes inventores han descubierto que introduciendo una etapa de
incubacién/conversion de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-terminal
en acido piroglutamico durante un proceso de purificacion de una proteina que
tiene un residuo de glutamina y/o de acido glutamico N-terminal, se puede manejar
el nivel de heterogeneidad, tal como reducir hasta los niveles deseados y al mismo
tiempo aumentar el rendimiento de la proteina deseada.

La glutamina y acido glutdmico N-terminal de una proteina puede sufrir ciclacién
formando un piroglutamato tal y como se muestra en la Figura 1. Durante la
ciclacién de la glutamina, la amina primaria N-terminal (cargada positivamente a
un pH neutro) se convierte en una amida neutra, lo que tiene como resultado un
cambio de la carga neta de la proteina. La reaccion va acompafiada de una
perdida de amoniaco (17 Da) y, por consiguiente, la ausencia de ciclacion se
puede detectar como variantes basicas por cromatografia de intercambio
catidnico, ya que el pico principal es generalmente la especie totalmente cicada o
como picos de elucion tardia por HPLC de fase inversa debido a la mayor
hidrofobicidad después de la pérdida de la amina N-terminal.

La ciclacion del acido glutdmico se produce a través del grupo carboxilo de la
cadena lateral y de la amina N-terminal, formando asi una amida neutra y
liberando agua (18 Da). La carga neta sigue siendo la misma debido a que
condensan en la reaccién un grupo acido y uno basico, sin embargo, la pérdida de
dos residuos cargados aumenta la hidrofobicidad de la molécula, lo que permite la
deteccion por HPLC de fase inversa.

Dado que muchos anticuerpos humanos contienen un residuo de acido glutamico
y/o glutamina en su extremo N terminal, la formacion de piroglutamato podria, por
lo tanto, ocurrir durante la preparacion de muchos anticuerpos clinicamente
importantes y muy frecuentemente esto conduce a la heterogeneidad del
anticuerpo expresado, el cual puede diferir de un lote a otro debido a ligeras

variaciones en las condiciones de produccion y purificacion. Lo mismo aplica a las
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proteinas, incluyendo los polipéptidos, ya que este es un problema importante en
la produccidn de proteinas a gran escala, como es la escala industrial.

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de
conversion de un residuo de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal de una
proteina en &cido piroglutamico en un proceso de purificacion, que comprende una
etapa de incubacion de la proteina en condiciones que promueven la ciclacion del
residuo de glutamina y/o acido glutamico N-terminal.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de
purificacion de una proteina que contiene un residuo de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal, comprendiendo el procedimiento una etapa de conversion
del residuo de glutamina y/o acido glutamico N-terminal de dicha proteina en acido
piroglutamico N-terminal. Dicha conversion se realiza en condiciones que
promueven la ciclacion del residuo de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal.
Tal 'y como se usa en el presente documento el proceso de purificacion se puede
realizar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica y variara dependiendo de
la proteina especifica. Los esquemas de purificacién de proteinas se han basado
en diferencias en las propiedades moleculares de tamafo, carga y solubilidad
entre la proteina a purificar y los contaminantes de proteina no deseados. Los
protocolos basados en estos parametros incluyen la cromatografia de exclusion
por tamano, la cromatografia de intercambio iénico, la precipitacién diferencial, vy
similares.

Los procesos para la purificacion de anticuerpos se basan generalmente en la
cromatografia de afinidad por captura, generalmente la cromatografia de afinidad
con proteina A. La cromatografia de afinidad con proteina A se refiere a la
separacion o purificacion de sustancias y/o particulas usando la proteina A, donde
la proteina A generalmente se encuentra inmovilizada en una fase solida. El
proceso de cromatografia de afinidad con proteina A va seguido generalmente de
etapas de cromatografia de intercambio i6nico y/o de interacciones hidrofobas y/o
en modo mixto. Dichos procesos generalmente incluyen también al menos dos
etapas de reduccién de virus, generalmente la reduccion a pH bajo en elucion de
la etapa de afinidad e implementacion de un filtro de virus en una posiciéon
adecuada del proceso. Las impurezas eliminadas durante los procesos de
purificacion de anticuerpos incluyen mitad-anticuerpos (en inglés “half antibodies”),
fragmentos de anticuerpos, dimeros y agregados, ADN, virus, HCP (proteinas de

celulas del hospedador), fugas de proteina A, endotoxinas y otras impurezas

relevantes.
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En una realizacion de la presente invencion la proteina se selecciona de una
enzima, una hormona o un anticuerpo. Ejemplos adecuados de una proteina
incluyen cualquier proteina que contiene uno o mas residuos de glutamina y/o
acido glutamico N-terminal, incluyendo, bacteriorodopsina, fibrindgeno, colageno,
quininas, neurotensina, gastrina, apelina y orexina A, un anticuerpo o fragmentos
de anticuerpos. Ejemplos de anticuerpos incluyen, sin limitacion, Trastuzumab,
Infliximab, Basiliximab, Daclizumab, Adalimumab, Omalizumab, Gemtuzumab,
Rituximab, Bevacizumab, Cetuximab, Ofatumumab, Veltuzumabor Ocrelizumab
Panitumumab, Ranibizumab, Ibritumomab, Tiuxetan, Abciximab, Eculizumab,
Alemtuzumab, Ozogamicina, Efalizumab, Palivizumab, Natalizumabf, Omalizumab
y Tocilizumab.

En ofra realizacion de la presente invencion el anticuerpo es Trastuzumab que
tiene la secuencia de la cadena ligera SEC ID N° 3 y las secuencias de la cadena
pesada SEC ID N° 4 y Bevacizumab que tiene la secuencia de la cadena ligera of
SEC ID N°: 5y las secuencias de la cadena pesada SEC D N°: 6.

En todavia otra realizacion de la presente invencion el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal anti-CD20. Ejemplos adecuados de anticuerpos anti-CD20 incluyen
Rituximab, Ofatumumab, Veltuzumab u Ocrelizumab.

En una realizacion preferida de la presente invencion el anticuerpo es una
secuencia idéntica a Rituximab, tal como Rituximab.

En todavia otra realizacion de la presente invencion la proteina comprende una
secuencia idéntica a las secuencias de cadena ligera y pesada de Rituximab, es
decir, a la secuencia SEC ID N° 1y SEC ID N°: 2, respectivamente.

En todavia otra realizacion de la presente invencion la proteina comprende una
secuencia que tiene al menos un 90% de identidad, tal como 95%, 97%, 98%,
99% de identidad con la SEC ID N°: 1y que tiene al menos un 90% de identidad,
tal como 95%, 97%, 98%, 99% de identidad con la SEC ID N©: 2.

En todavia otra realizacion de la presente invencion la proteina tiene de 1 a 4
residuos de glutamina N-terminal y/o de 1 a 4 residuos de acido glutamico N-
terminal antes de la conversion. Por lo tanto, si la proteina es una proteina de una
sola cadena, esta puede contener un residuo de glutamina N-terminal o un residuo
de acido glutamico N-terminal. Sin embargo, si la proteina consiste en mas de una
subunidad, esta puede contener un residuo de glutamina N-terminal y un residuo
de acido glutamico N-terminal o dos residuos de glutamina N-terminal o dos
residuos de acido glutamico N-terminal. Como se ha explicado anteriormente, los

anticuerpos comprenden cuatro cadenas de polipéptido (es decir, subunidades),
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dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectada por puentes
disulfuro. Cada secuencia de cadena pesada puede codificar para un residuo de
glutamina N-terminal o un residuo de acido glutamico N-terminal. De modo similar,
cada secuencia de cadena ligera puede codificar para un residuo de glutamina N-
terminal o0 un residuo de acido glutamico N-terminal. Por consiguiente, en otras
realizaciones, la proteina es un anticuerpo que tiene 2 6 4 residuos de glutamina
y/o acido glutamico N-terminal a convertir de acuerdo con el procedimiento de la
presente invencion, seleccionados de 2 residuos de glutamina N-terminal, 4
residuos de glutamina N-terminal, 2 residuos de acido glutdmico N-terminal, 4
residuos de acido glutdémico N-terminal o 2 residuos de glutamina N-terminal y 2
residuos de acido glutamico N-terminal.

La conversion de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-terminal en
acido piroglutdmico puede producirse espontaneamente o puede estar facilitada
por una enzima, tal como la glutaminil ciclasa. La glutaminil ciclasa esta implicada
en la ciclacion de la glutamina y el acido glutamico de varias hormonas peptidicas
y proteinas y se ha detectado la actividad enzimatica en diferentes tejidos.
Tambien se ha detectado la ciclacidon espontanea de la glutamina y del acido
glutamico en anticuerpos purificados conservados a temperaturas elevadas
(Schilling et al.,, FEBS Lett., 2004, 563,191-196; Kumar and Bachhawat, Current
Science, Vol. 102, No. 2, 25 de enero de 2012).

En una realizacion de la presente invencion la conversion de los residuos de
glutamina y/o acido glutamico N-terminal en acido piroglutamico es una conversion
no enzimatica. En general, la conversion no enzimatica tiene lugar a temperaturas
elevadas, durante periodos de tiempo adecuados y también las variaciones de pH
pueden contribuir a la conversion. Cualquiera de estos parametros se considera
una realizacion de la presente invencién, asi como cualquier combinacion de dos o

tres de estos parametros.
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Temperaturas adecuadas para la conversion de los residuos de glutamina y/o
acido glutamico N-terminal en acido piroglutamico estan en el intervalo de 20-50
°C, tal como de 25-45 °C, tal como de 35-40 °C, por g]., 37 °C. Periodos de tiempo
adecuados para la conversion de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal en acido piroglutamico estan en el intervalo de 4 a 120 horas, tal como de

12 a 96 horas, tal como de 24 a 72 horas, por ejemplo, de 8 a 48 horas.

Intervalos de pH adecuados para la conversion de los residuos de glutamina y/o
acido glutamico N-terminal en acido piroglutamico estan en el intervalo de 3,5-9,0,
tal como de 4,0-8,0, tal como de 4,5-7,5, tal como de 5,0-7,0, tal como de 5,8-6,5,
por ejemplo a pH 6,2.

En una realizacion tipica de la presente invencién la conversién tiene lugar a una
temperatura de 20-50 °C durante 4 a 120 horas, tal como a una temperatura de
30-45 °C, por ej., 37-40 °C durante 12 a 72 horas.

La conversion no enzimatica de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal en acido piroglutamico puede ocurrir en varios medios diferentes. Se
pueden seleccionar medios adecuados en los cuales |a proteina esta en solucion o
suspension de entre agua, medios celulares, un tampon, tal como un tampoén
fosfato, un tampon Tris-HCI o un tampon de carbonato aménico. La conversion
también puede tener lugar mientras la proteina esta unida a una resina de
cromatografia o membrana durante el proceso de purificacion.

Generalmente, la conversion no enzimatica de los residuos de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal en acido piroglutamico puede ocurrir en una solucion, tal
como un tampon fosfato.

En todavia ofra realizacion de la presente invencion la conversion se lleva a cabo
en medios celulares.

En otra realizacion de la presente invencién la conversion se lleva a cabo en un
tampodn, tal como tampon fosfato o tampon de carbonato amoénico.

Generalmente, la conversion no enzimatica de los residuos de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal en acido piroglutamico se puede realizar en una proteina
derivada de un biorreactor de produccion a gran escala que puede contener mas
de 50 L de medio celular después de haber sido cosechado y parcialmente
purificado. La conversion se puede realizar generalmente en un volumen de 10 ml
a 10 L en condiciones estaticas o con agitacion moderada y en una realizacion de
la presente invencion la conversion se lleva a cabo en un volumen de al menos 10

ml.
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Medios adecuados particulares para la conversion no enzimatica de los residuos
de glutamina y/o acido glutdmico N-terminal en acido piroglutdémico son medios
que comprenden una concentracion de tampdn de 5 a 150 mM, tal como de 10 a
1256 mM, tal como de 25 a 100 mM. El tampdn también puede contener una sal, tal
como NaCl, que tiene una concentracion en el intervalo de 5 a 150 mM, tal como
de 10 a 125 mM, tal como de 25 a 100 mM, tal como de 50 to 85 mM.

En otra realizacién mas de la presente invencion la concentracion del tampén para
la conversién no enzimatica de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal en acido piroglutamico se selecciona del intervalo de 20 mM a 150 mM.
En una realizacion tipica de la presente invencion la concentracion del tampén es
de aproximadamente 90 mM.

Tampones particulares preferidos son un tampon fosfato 35 mM con NaCl 75 mM
a pH 3,5, un tampon fosfato 35 mM con NaCl 75 mM a pH 6,2, un tampon Tris-HCI
100 mM a pH 7,0, un tampon de carbonato de amonio 100 mM a pH 8,6, un
tampon fosfato 35 mM a pH 6,2, un tampén fosfato 35 mM con NaCl 75 mM a pH
6,2, un tampon fosfato 60 mM con NaCl 50 mM a pH 6,2, un tampon fosfato 60
mM con NaCl 25 mM a pH 6,2, un tampén fosfato 80 mM con NaCl 25 mM a pH
6,2 o un tampon fosfato 90 mM con NaCl 50 mM a pH 6,2,

La tasa de conversion de los residuos de glutamina y/o écido glutamico N-terminal
en acido piroglutamico puede variar dependiendo del tampdn seleccionado, de la
temperatura a la que tiene lugar la conversion y el periodo de tiempo durante el
cual se permite que tenga lugar la conversion. El experto sabra identificar las
condiciones que conducen a la conversion optima sin resultar en degradacion o
modificaciones postraduccionales no deseadas. En muchos casos, sera una
ventaja conseguir la mayor cantidad posible de glutamina y/o acido glutamico N-

terminal convertido en acido piroglutamico.

En una realizacion de la presente invencién la conversiéon de la glutamina y/o
acido glutamico N-terminal en acido piroglutamico alcanza al menos el 50% es
decir, al menos el 50% de la glutamina y/o acido glutamico N-terminal en la
proteina es acido piroglutamico. Por ejemplo, una proteina o anticuerpo que tiene
dos residuos de glutamina N-terminal puede resultar tras la conversion en una
composicién heterogénea que comprende la proteina con 0, 1 & 2 &cido(s)
piroglutdmico, siempre y cuando el numero total de residuos de &cido
piroglutamico en la composicion de la proteina sea 50% o mas.

En otra realizacion de la presente invencion la conversién de la glutamina y/o
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acido glutamico N-terminal en acido pircglutamico alcanza al menos el 53% tal
como del 53% al 68%.

En otra realizacion mas de la presente invencion la conversion de glutamina y/o
acido glutamico N-terminal en acido piroglutamico alcanza al menos un 68%, tal
como al menos un 75%, tal como al menos un 80%, tal como al menos un 85%, tal
como al menos un 90%, tal como al menos un 95%, tal como al menos un 99%.

El experto en la materia sabe identificar y medir la cantidad de glutamina y/o &cido
glutamico N-terminal que se ha convertido en acido piroglutamico. No obstante, se
describen métodos adecuados para la medicion de los niveles de formacion de
acido piroglutamico en Lyubarskaya et al. 2006 (Analytical Biochemistry 348, 24—
39) y en Dick et al. 2007 (Biotechnology and Bioengineering, Vol. 97, N° 3, 15 de
junio de 2007). La determinacion directa de la glutamina N-terminal ciclada
también se ha realizado recientemente utilizando espectrometria de masas Q-TOF
con electronebulizacion (Gadgil et al., 2006 J. Am. Soc. Mass Spectrom. 17; 867—
872.).

Como se ha descrito anteriormente, los procedimientos para purificar anticuerpos
generalmente estan basados en la cromatografia de afinidad, generalmente
cromatografia de afinidad con proteina A, seguido de las etapas de cromatografia
de intercambio ionico e incluye las etapas de reduccion de virus en posiciones
adecuadas del proceso.

En ofra realizacion del procedimiento de la presente invencion, el procedimiento
comprende ademas las etapas: una captura con proteina A en una resina
adecuada, una cromatografia de intercambio anionico y una cromatografia de
intercambio catidnico con una resina adecuada en donde la etapa de conversion
tiene lugar antes de la etapa de cromatografia de intercambio catidnico,
preferiblemente inmediatamente antes de la etapa de cromatografia de
intercambio catiénico.

En todavia otra realizacion del procedimiento de la presente invencion, el
procedimiento comprende las etapas:

(a) captura con proteina A en una resina adecuada,

(b) una inactivacion viral a pH bajo,

(c) una cromatografia de intercambio anidnico,

(d) la conversion de la glutamina y/o acido glutamico N-terminal de la proteina en
acido piroglutamico,

(e) una cromatografia de intercambio catidénico con una resina adecuada y una
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elucion en gradiente para separar las isoformas del producto,

(f) una filtracion viral y

(g) una ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF).

En todavia otra realizacién del procedimiento de la presente invencion las etapas
(a) — (g) se siguen en ese orden especifico.

En otra realizacion del procedimiento de la presente invencion se incluye una
etapa de enfriamiento pasivo después de la etapa (d), generalmente antes de la
etapa (e).

En el contexto de la presente invencion la etapa (a) de captura con proteina A se
puede realizar utilizando cualguier medio o filtro de resina con proteina A
adecuado. La proteina A es una proteina de la pared celular bacteriana que se
une a las IgG de mamiferos principalmente a través de sus regiones Fc. En su
estado nativo, la proteina A tiene cinco dominios de unién a IgG, asi como otros
dominios con funcién desconocida. Existen varias fuentes comerciales de resinas
con proteina A. El experto en la materia sabe cudl podria ser el medio o filtro de
resina con proteina A adecuado y cudl podria ser también un medio o filtro, resina
con proteina A modificado. Sin embargo, un medio o filtro, resina con proteina A
incluye, pero sin limitarse a, MabSelect™ Sure de GE Healthcare y ProSep Ultra
Plus™ de Millipore. Un ejemplo no limitativo de una columna adecuada
empaquetada con MabSelect™ que se puede usar para purificaciones mas
extensas puede ser, por ejemplo, una columna de 20 cm x 21 cm, cuyo volumen
de lecho es de aproximadamente 6,6 L. Independientemente de la columna, la
columna se puede empaquetar usando una resina adecuada tal como
MabSelect™ o ProSep Ultra Plus™.

En el contexto de la presente invencion la etapa de captura con proteina A se
realiza generalmente en modo de unién/elucion cargando una solucién de cosecha
clarificada en la resina que se une la proteina. El experto en la materia también
sabe cuales podrian ser las condiciones de lavado adecuadas para eliminar
impurezas del medio o resina con proteina A. Sin embargo, los tampones de
lavado frecuentemente se seleccionan de tampones que comprenden de 20-100
mM Tris y de NaCl 20 a 1,0M que tiene un pH de 7,0-8,0. Un ejemplo de tampén
de elucién adecuado puede ser un tampoén de elucion que comprende acetato
aproximadamente 200 mM, NaCl 50 mM y que tiene un pH de aproximadamente
3.8.

Las proteinas se pueden expresar en diferentes células que incluyen bacterias,

tales como E. coli y Bacillus, levaduras tales como Saccharomyces, Pichia,




21

Aspergillus, Fusarium y Kluyveromyces, Algae, células vegetales, células de
insecto y células de mamifero, tales como células CHO (ovario de hamster chino),
hibridomas, céelulas de BHK (rifién de cria de hamster), células de mieloma, célula
HEK-293, celulas linfoblastoides humanas y una célula de ratén. Muchas proteinas
complejas, tales como los anticuerpos frecuentemente se expresan en células
CHQO, celulas de mieloma murino, tales como las células NSO y NS1 o en células
de retinoblastos embrionarios humanos, tales como PER.C6™. Dado que dichas
celulas de mamifero contienen particulas de tipo retroviral endégenas, se requiere
una etapa de inactivacion retroviral, tal como la etapa b) para la produccién de
proteinas basada en celulas de mamifero destinadas al uso clinico. El experto
sabe como realizar el paso de inactivacion retroviral. Sin embargo, la inactivacion
viral frecuentemente se realiza en el eluato de la etapa de captura con Proteina A
reduciendo el pH del eluato de la etapa de captura con Proteina A. Por lo tanto, el
pH del eluato se puede reducir hasta un pH en el intervalo de 3,0-4,0 durante un
periodo de 5 minutos a 24 horas, tal como de 3,1 a 4, por ejemplo de 3,2 to 4, tal
como de 3,3 a 4, por ejemplo de 3,4 a 4, tal como de 3,5 a 4, por ejemplo de 3,6 a
4, tal como de 3,7 a 4, por ejemplo de 3,8 a 4, tal como a un pH de4 ode 3a 3,9,
tal como de 3,1 a 3,9, por ejemplo de 3,2 a 3,9, tal como de 3,3 a 3,9, por ejemplo
de 3,4 a 3,9, tal como de 3,5 a 3,9, por ejemplo de 3,6 a 3,8, por ejemplo, a un pH
de 3,6.

Como se ha sefialado antes, el eluato de la etapa de captura con proteina A se
puede mantener en cualquiera de estos valores de pH desde un periodo de 5
minutos a 24 horas tal como de 10 minutos a 240 minutos, tal como por ejemplo
de 20 a 80 minutos y el eluato de la etapa de purificacion por afinidad con proteina
A se puede filtrar antes de dicha reduccion del valor del pH y/o después de
reajustar el pH. Al final de la etapa de inactivacion viral a bajo pH, el producto se
puede neutralizar y ajustar segun necesidad para proseguir con el procesamiento.
Por ejemplo, el pH del eluato se puede ajustar hasta un pH de 7,5 a 8,5.

La etapa de captura con proteina A puede ir seguida de una etapa de
cromatografia de intercambio aniénico que funciona en el modo de columna con
un caudal determinado o en modo de operacion por lotes, sumergiendo la resina
de intercambio idnico en la solucion muestra ligeramente agitada y cambiando
posteriormente los medios liquidos por filtracion. Sin embargo, en una realizacién
preferida, esta cromatografia de intercambio aniénico etapa ¢) es una etapa de
cromatografia anionica que funciona en modo de flujo continuo. En este sentido, el

experto sabe como definir las condiciones adecuadas de pH y fuerza ionica para
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cargar el primer intercambiador i6nico, condiciones que tienen como resultado la
retencion del anticuerpo en el flujo continuo mientras que las particulas virales
inactivadas y otras impurezas se quedan unidas a la resina anidnica y, asi se
eliminan de la solucion de anticuerpo.

Ejemplos de medio, filtro o resina de cromatografia de intercambio aniénico
adecuados son conocidos en el estado de la técnica e incluyen resinas y perlas a
base de agarosa, perlas de dextrano, perlas de poliestireno y resinas de
poliestireno/divinil benceno. Preferiblemente, la resina de intercambio aniénico es
un intercambiador anionico a base de amina cuaternaria montado sobre una
matriz de agarosa, tal como por ej., Sepharose CL-6B o Sepharose Fast Flow (FF)
de Amersham-Biosciences/Pharmacia. Ejemplos de estos son Sepharose Q de
Amersham-Biosciences/Pharmacia, Sartorius Sartobind Q o Pall Mustang Q. Un
material de intercambio anionico preferido es la resina Q-Sepharose Fast Flow de
GE Healthcare.

El tampon para equilibrar en la cromatografia de intercambio aniénico de acuerdo
con la presente invencion preferiblemente tiene una concentracion de sal de una
sal de desplazamiento, tal como por ej., cloruro sodico en el intervalo de 1 a 150
mM, mas preferiblemente de 5 a 110 mM, lo mas preferiblemente de 20 a 100 mM
de sal. El pH del tampdn para equilibrar esta preferiblemente en el intervalo de pH
6,5 a pH 9,0, mas preferiblemente esta en el intervalo de pH 7,5 a pH 8,5, lo mas
preferiblemente esta en el intervalo de pH 7,9 a pH 8,2. El tampén para equilibrar
de acuerdo con la presente invencion preferiblemente contiene Tris en el intervalo
de 1 a 100 mM, mas preferiblemente de 5 a 50 mM, lo mas preferiblemente Tris
de 10 a 30 mM. Preferiblemente la conductividad del tampdn para equilibrar de
acuerdo con la presente invencion esta por debajo de 10 mS/cm a pH 8,0.

De acuerdo con la presente invencion la primera etapa de cromatografia de
intercambio aniénico va seguida generalmente de una etapa de conversién en
piroglutamato para permitir la conversion de los residuos de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal no ciclados en piroglutamato. Se han descrito mas arriba las
condiciones adecuadas para la conversion de un residuo de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal de una proteina en acido piroglutamico en un proceso de
purificacion se han descrito mas arriba. Sin embargo, de acuerdo con la presente
invencion la conversién de los residuos de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal en piroglutamato puede ir seguida de una etapa opcional de enfriamiento
si la conversion se ha llevado a cabo a una temperatura superior a

aproximadamente 25 °C. Esta etapa de enfriamiento se puede realizar mediante
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un proceso de enfriamiento activo, es decir, por ejemplo, usando un proceso de
enfriamiento a base de agua o un intercambiador de calor de flujo continuo; o un
proceso de enfriamiento pasivo, es decir, uno en el que no se usan componentes
mecanicos que consuman energia como bombas y ventiladores para disminuir la
temperatura. El proceso de enfriamiento puede continuar hasta que la soluciéon de
conversion resultante haya alcanzado una temperatura de aproximadamente 18 a
30 °C. El proceso de enfriamiento se puede llevar a cabo durante un periodo de
tiempo en el intervalo de 1 a 120 horas, tal como de 12 a 96 horas, tal como de 24
a 72 horas, por ejemplo de 24 a 48 horas. En una realizacion preferida de la
presente invencion la conversion comprende una etapa de enfriamiento pasivo
durante 12 a 72 horas.

Al final de la etapa de conversién en piroglutamato, las condiciones del tampon se
pueden ajustar segun necesidad para proseguir con el proceso. Por ejemplo, el pH
de la solucidon de conversion se puede ajustar hasta un pH de aproximadamente
5,5 con acido acético.

De acuerdo con la presente invencion una cromatografia de intercambio catidnico
con una resina y un gradiente de elucion adecuados para separar las isoformas
del producto pueden seguir la etapa de conversidén en piroglutamato. Ejemplos
adecuados de Intercambiador catiénico incluyen S-SepharoseFF o SP-
SepharoseHP (Pharmacia), SP-SepharoseFF (Sigma) y Poros HS50 (Applied
Biosystems). Un intercambiador catiénico preferido es Poros HS50 de Applied
Biosystems.

La solucion de proteina de la etapa de conversion en piroglutamato se puede
ajustar a un pH de aproximadamente 56 con acido acético y cargarse en el
intercambiador cationico. Tampones de lavado adecuados contienen acetato
sodico en el intervalo de 5 a 50 mM y NaCl en el intervalo de 5 a 50 mM y pueden
tener un pH en el intervalo de 5,0 a 7,0. La proteina unida se puede eluir usando
una elucion en gradiente de 15 a 180 mM de NaCl en 13 lavados de columna en
numerosas fracciones. Tras la elucion, las fracciones de proteina se pueden
analizar y combinar.

Una ventaja especial de realizar la etapa de conversién antes de una etapa de
cromatografia de intercambio cationico es que la carga diferente de la especie de
conversion. Asi, la molécula de proteina en donde la glutamina N-terminal no esta
totalmente convertida en acido piroglutamico esta mas positivamente cargada. En
consecuencia, un anticuerpo que, por ejemplo, tiene 4 residuos de glutamina N-

terminal donde una fraccion del anticuerpo tiene un residuo de glutamina N-
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terminal convertido en acido piroglutdmico y una segunda fraccidon con dos
residuos de glutamina N-terminal convertidos en acido pircglutamico y una tercera
fraccion con tres residuos de glutamina N-terminal convertidos en &acido
piroglutamico y una cuarta fraccion donde todos los residuos de glutamina N-
terminal estan convertidos en acido piroglutamico conducird a cuatro isoformas
diferentes con cuatro cargas diferentes. Dichas isoformas cargadas de forma
diferente se pueden separar por cromatografia de intercambio catidnico y se
pueden extraer las isoformas no preferidas.

De acuerdo con la presente invencion se realiza una etapa de filtracion viral
después de la etapa de intercambiado de cationes. La inactivacion viral se puede
conseguir mediante el uso de filiros adecuados. Aunque determinadas
realizaciones de la presente invencion emplean dichos filtros durante la fase de
recuperacion principal, en otras realizaciones se emplea en otras fases del
proceso de purificacion, incluyéndola como la penuitima etapa o la etapa final de la
purificacién. En determinadas realizaciones, se emplean filtros alternativos para la
inactivacion viral, tal como, pero sin limitarse a, filtros Viresolve™ (Millipore), filtros
Zeta Plus VR™ (CUNO), filtros Planova™ (Asahi Kasei Pharma) y filtro Ultipor
DV50™ de Pall Corporation. Una lista preferida es un filtro destinado a parvovirus
Planova 20N.

Tras la filtracion viral, la solucidén de proteina se somete a ultrafiltracion/diafiltracion
(UF/DF) para concentracion e intercambio de tampon. El intercambio de tampon
se puede realizar por filtracion en flujo tangencial (TFF) utilizando una membrana
de corte de peso molecular de 30 kDa y dialfitracion en una version libre de
detergente del tampdn de formulacién final.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de
preparar una proteina que tiene un &acido piroglutamico N-terminal para un
producto farmaceutico, en donde el procedimiento comprende un procedimiento
para la conversidon de un residuo de glutamina y/o acido glutamico N-terminal de
una proteina en acido piroglutamico en un proceso de purificacion, comprendiendo
el proceso de purificacion una etapa de incubacion de la proteina en condiciones
que promueven la ciclacion del residuo de glutamina y/o acido glutamico N-
terminal.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de
preparacion de una proteina que tiene un acido piroglutamico N-terminal como un
APl para un producto farmacéutico, en donde el procedimiento comprende un

procedimiento de purificacion de una proteina que contiene un residuo de
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glutamina y/o acido glutamico N-terminal, comprendiendo el procedimiento de
purificacion una etapa de conversion del residuo de glutamina y/o acido glutamico
N-terminal de la proteina en acido piroglutamico N-terminal en condiciones que
promueven la ciclacion del residuo de glutamina y/o acido glutamico N-terminal.
Cualquiera de las realizaciones en relacion con el primer o segundo aspecto de la
presente invencion también es una realizacion del tercer y cuarto aspectos.

En una realizacion, el producto farmaceéutico comprende un anticuerpo,
generalmente seleccionado de Trastuzumab, Infliximab, Basiliximab, Daclizumab,
Adalimumab, Omalizumab, Gemtuzumab, Rituximab, Bevacizumab, Cetuximab,
Ofatumumab, Veltuzumabor  Qcrelizumab, Panitumumab, Ranibizumab,
Ibritumomab, Tiuxetan, Abciximab, Eculizumabe, Alemtuzumab, Ozogamicina,
Efalizumab, Palivizumab, Natalizumabf, Omalizumab y Tocilizumab. En una
realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD20.

Todas las referencias, incluidas las publicaciones, solicitudes de patente vy
patentes citadas en el presente documento se incorporan aqui por referencia en la
misma medida que si cada referencia estuviera individualmente y especificamente
indicada para ser incorporada como referencia y se hubiera explicado en su
totalidad.

Todos los titulos y subtitulos se usan en el presente documento sélo por
conveniencia y no deberian considerarse como limitantes de la invencién de
ninguna manera.

Cualquier combinacion de los elementos anteriormente descritos en todas las
variaciones posibles de los mismos esta abarcada por la invencién salvo gue se
indique otra cosa o claramente se contradiga por el contexto.

Los términos “un” y “una” y “el” y referentes similares como se usan en el contexto
de la descripcion de la invencion deben interpretarse como que incluyen tanto el
singular como el plural, salvo que se indique otra cosa o claramente se contradiga
por el contexto. Por gj., “uno” o “una” significa “uno(a) o mas”.

La mencion de los intervalos de valores en la presente memoria solo se pretende
que sirva como un procedimiento abreviado para referirse individualmente a cada
valor individual que entra dentro del intervalo, salvo que se indique otra cosa en la
presente memoria, cada valor individual esta incorporado en la descripcion como
si he hubiera mencionado individualmente en la presente memoria. Salvo que se
indique otra cosa, todos los valores exactos proporcionados en la presente
memoria son representativos de los correspondientes valores aproximados (por

ej., todos los valores ilustrativos exactos proporcionados con respecto a un factor
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particular o medicion se pueden considerar que también proporcionan una
medicion aproximada correspondiente, modificada por “aproximadamente”,
cuando corresponda).

Todos los procedimientos descritos en la presente memoria se pueden realizar en
cualguier orden adecuado salvo que se indique otra cosa en la presente memoria
o claramente se contradiga por el contexto.

El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o texto ilustrativo (por ej., “tal como”)
proporcionado en el presente documento, se pretende que sea soélo para ilustrar
mejor la invencidn y no supone ninguna limitacion del alcance de la invencidn
salvo que se indique de otra manera. Ningln vocabulario en la memoria debe
interpretarse como indicativo de que cualquier elemento es esencial para la
practica de la invencion, salvo que se indique explicitamente.

La mencion e incorporacion de los documentos de patente en la presente memoria
se hace soélo por comodidad y no refleja ninguna opinién sobre la validez,
patentabilidad y/o fortaleza de dichos documentos de patente.

La descripcion del presente documento de cualquier aspecto o realizacion de la
invencion que utilice términos tales como “gque comprende”, “que tiene”, “que
incluye” o “que contiene” con referencia a un elemento o elementos se pretende
que proporcione soporte a un aspecto o realizacion similar de la invencion que
“consiste en”, “consiste esencialmente en” o “comprende sustancialmente” ese
elemento o elementos en particular, salvo que se indique otra cosa o claramente
se contradiga por el contexto (por ej., el procedimiento de conversion del
procedimiento de purificacion descrito en el presente documento que comprende
una etapa particular deberia entenderse como que también describe los
procedimientos que consisten en esa etapa, salvo que se indique otra cosa o
claramente se contradiga por el contexto).

Esta invencién incluye todas las modificaciones y equivalentes del objeto
mencionado en los aspectos o reivindicaciones presentados en el presente
documento hasta el maximo grado permitido por la ley aplicable.

La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos que, sin
embargo, no deben interpretarse como limitantes del alcance de proteccion. Las
caracteristicas descritas en la descripcion anterior y en los siguientes ejemplos
pueden, tanto por separado como por cualquier combinacion de las mismas, ser
material para llevar a cabo la invencién en diversas formas de la misma.
EJEMPLOS

Ejemplo 1
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Se selecciono una linea celular productora de CHO que expresa el anticuerpo
monoclonal Rituximab (también conocido con el nombre comercial Rituxan) y se
uso para producir el anticuerpo Rituximab en un biorreactor de un solo uso de 10 L
con un disefio de tanque agitado usando un proceso de fermentacion de lote
alimentado (en inglés “fed-batch”) directa.

Rituximab es un anticuerpo quimérico con un dominio variable de raton y regiones
constantes de la cadena pesada y la cadena ligera kappa de IlgG1 humana. Tanto
las cadenas pesadas como las ligeras, de Rituximab tienen una glutamina en sus
extremos N terminal (después de eliminar el péptido sefial secretor) y las cadenas
pesadas tienen una lisina en sus extremos C-terminales. Las glutaminas N-
terminales pueden ciclar a acido piroglutamico tanto por enzimas celulares como
por conversion quimica, y el corte de la lisina C-terminal mediante
carboxipeptidasas celulares es muy frecuente. Ambas modificaciones reducen el
nimero de cargas positivas de la proteina y la heterogeneidad de estas
modificaciones en los extremos N-terminal y C-terminal contribuyen a un complejo
perfil de cromatografia liquida de alta resolucion de intercambio cationico (IEX-
HPLC) (como se muestra en la Figura 2).

La muestra recogida aclarada se cargo primero en una etapa de cromatografia de
afinidad con proteina A usando una resina MabSelect SuRe y se llevé a cabo en
modo union/elucion. La resina MabSelect SuRe se lavé con 5 volumenes de
columna de Tris 20 mM, NaCl 1M pH 8,0 y posteriormente con 2,5 volumenes de
columna de Tris 20 mM, NaCl 50 mM pH 8,0 antes de que el anticuerpo Rituximab
unido se eluyese usando 4,5 volumenes de columna de acetato 200 mM, NaCl 50
mM, pH 3,5 £ 0,1 y se sometiese a inactivacion viral por incubacién a un pH bajo

durante 105 £+ 15 minutos a temperatura ambiente.

Tras la inactivacion viral, la solucion se neutralizé a pH 8 usando Tris 0,6 M, NaCl
50 mM pH 8,5 y purificando adicionalmente mediante cromatografia de
intercambio anidnico usando una resina Q-Sepharose Fast Flow que opero en
modo de flujo continuo. Se sabe que este proceso proporciona un buena
eliminacion del ADN y viral. Basandose en la experiencia previa, se puede esperar
una buena eliminacion viral de AEX-FT a pH 8,0 si la conductividad es £ 10
mS/cm. Esto se puede lograr mediante dilucion simple con agua para inyeccién
(Al), pero con la consecuencia de aumentar el volumen del procedimiento y, por
consiguiente, el tiempo de procesamiento. Para garantizar que una dilucion doble

simple resultaria de una forma fiable en una carga de AEX final inferior a 10
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mS/cm, era deseable reducir a la mitad la concentracion de los tampones de
lavado A y de los de elucion.

La solucion de flujo continuo resultante se analizo por cromatografia liquida de alta
resolucion de intercambio cationico (IEX-HPLC) en una columna Dionex Propac
WCX-10 usando un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién Agilent y
se compard con dos lotes diferentes de preparaciones de anticuerpo Rituximab
comercializadas designadas como Lote Ref M86188 y Lote Ref B6109B01, como
se muestra en la Figura 2.

Los resultados del mapeado peptidico por espectrometria de masas de ambas
preparaciones de anticuerpo Rituximab comercializadas Lote Ref M86188 y Lote
Ref B6109B01, asi como la preparacion de Rituximab D83 BSR4 producida en el
presente documento mostraban que el pico principal de los ensayos de IEX-HPLC
consistia en una molécula de Rituximab que carecia de los dos residuos de lisina
C-terminal y los 4 residuos de glutamina convertidos en piroglutamato ciclado.
Ademas, el analisis de IEX-HPLC revelo una diferencia significativa en la aparicion
de los post-picos de las preparaciones de anticuerpo Rituximab comercializadas
en comparacion con la preparacion de Rituximab D83 BSR4 producida en el
presente documento.

El analisis de la composicion de los lotes de Rituximab mediante mapeado
peptidico y espectrometria de masas revelé que las diferencias en la aparicion de
los post-picos entre la preparacion de Rituximab comercializada y la preparacion
de Rituximab D83 BSR4 producida en el presente documento se debian
principalmente a la ciclacion incompleta de la glutamina N-terminal.

Una manera de reducir la cantidad de isoformas de Rituximab post-pico podria ser
eliminar y desechar el producto con exceso de glutamina N-terminal libre durante
la posterior etapa de purificacion por intercambio catidnico. Sin embargo, dado que
las isoformas de Rituximab post-pico representan hasta el 50% de las isoformas
de Rituximab total en las preparaciones, tales como D83 BSR4, esto reduciria el
rendimiento casi a la mitad.

Por consiguiente, se realizé un experimento posterior para identificar las
condiciones &ptimas que favorecerfan la ciclacién de la glutamina de la solucion
de intercambio aniénico a temperaturas razonables desde el punto de vista
operativo para aumentar el rendimiento de la isoforma del pico principal de
Rituximab.

Elemplo 2

Las primeras condiciones a analizar eran simplemente para determinar si la
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solucion de intercambio anionico de flujo continuo (AEX FT) o la posterior solucion
de carga de intercambio catiénico (CEX- Carga) promoverian la ciclacion a
temperatura ambiente o a 37 °C,

Se extrajeron muestras del final de la etapa de intercambio aniénico de flujo
continuo (pH 8) y después de realizada la preparacion para la carga de
intercambio catiénico (pH 5,5), se recogieron alicuotas en tubos para replicados
para diferentes momentos de tiempo y se mantuvieron a temperatura ambiente o a
37 °C. Peridédicamente durante 13 dias, se transfirié un tubo de cada condicion a
un congelador de -70°C y al final del ciclo de tiempo, todas las muestras se
descongelaron y se analizaron mediante |IEX-HPLC (Figura 3). (Se prepararon
menos alicuotas de la carga de CEX para mantener la temperatura ambiente).
Como se muestra en la Figura 3, no se observd conversion de las isoformas de los
post-picos de Rituximab en la isoforma del pico principal cuando se incubd la
solucion de Rituximab de AEX FT a temperatura ambiente o a 37 °C. Por el
contrario, cuando el anticuerpo Rituximab se incubé con la solucion de carga de
CEX, se observo que las isoformas de los post-picos se convertian en la isoforma
del pico principal tanto a temperatura ambiente como cuando se incubaba a 37 °C.
Sin embargo, se vio que la tasa de conversion tanto a temperatura ambiente como
a 37 °C era bastante lenta, de modo que el porcentaje total de post-picos se redujo
en ~ 10% después de 8 dias de incubacién, lo que corresponde a ~ 20% de la
cantidad inicial de los post-picos convertidos en el pico principal.

Ejemplo 3

Dick et al. (2007, Biotechnol, Bioeng. v97 p544) han descrito tasas de conversién
mayores que las observadas en la presente invencion en presencia de tampon
fosfato 35 mM a pH 6,2. Asi, se llevaron a cabo nuevos experimentos para
investigar la cinética de la conversién a temperatura ambiente, a 37°C y a 45°C y
también el efecto sobre la tasa de conversion que tendria que tener la
concentracion de la proteina.

La solucion de Rituximab de AEX FT se mezcld con fosfato sédico 35 mM de una
solucion stock concentrada y se ajusté a pH 6,25 con acido acético, ya que es el
metodo mas simple desde el punto de vista operativo para implementar en un
proceso de fabricacion.

La solucion de fosfato de sodio de Rituximab de AEX FT se dividié en 3 alicuotas,
de las que una se dejo inalterada a una concentracion de 1,85 mg/ml de proteina
mientras que las otras dos se concentraron 2x (paneles centrales) y 5x (paneles

de la derecha) hasta aproximadamente 3,7 y 9,25 mg/ml usando un concentrador
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spin Millipore 30 kDa MWCQ. Cada muestra se filtré esterilizada con un filtro de
jeringa de 0,2 pm y se tomaron subalicuotas que se introdujeron en tubos
Eppendorf para puntos de tiempo individuales. Varias alicuotas réplica se
mantuvieron a temperatura ambiente (fila superior), 37°C (fila central) y 45 °C (fila
inferior) hasta 3 dias (Figura 4). En los puntos temporales indicados, se transfirio
un tubo de cada condicién a 2-8 °C y al final del experimento, todas las muestras
se analizaron conjuntamente en el mismo ensayo. Cada panel muestra el
porcentaje de IEX-HPLC pre-picos, pico principal y post-picos a lo largo de la
evolucion temporal para cada condicion de incubacion. A modo de comparacion,
en el primer grafico de cada fila se muestra el porcentaje de pre-picos, pico
principal y post-picos de un patrén de referencia de Rituximab comercializado.

Los resultados mostraban (Figura 4) que la temperatura mas alta aumentaba
claramente tanto la conversion de acido piroglutamico como la formacion del pre-
pico, aunque la conversion de acido piroglutamico siempre era mas rapida que la
formacion del pre-pico en cada condicion. A 45 °C, el % de pico principal alcanzd
un maximo de 60-70% el dia 1 y comenzd a disminuir a medida que la formacién
del pre-pico superaba cualquier conversién post-pico adicional. A 37 °C, la
conversion fue mas lenta y el dia 3 alcanzo el mismo % maximo de pico principal.
Aunque a temperatura ambiente se apreciaba cierta conversion, la tasa de
conversijon a la temperatura era menos de la mitad que la observada a 37 °C. No
se observd a ninguna temperatura un efecto obvio de la concentracién de
proteina.

Ejemplo 4

A continuacion, se evalué el efecto de la concentracion de fosfato (30, 60, 90 mM),
incluyendo variables de pH y factor de dilucién (es decir, [NaCl] menor) que serian
mas propicias para la carga en la posterior columna de intercambio catiénico
POROS HS50.

La solucion de Rituximab de AEX-FT (D83) se diluyd dos veces con NaCl 50 mM
(dando lugar a NaCl ~ 50 mM final — panel superior) o con agua para inyectables
(Al) (dando lugar a NaCl ~ 25 mM final —panel inferior) y se mezclod con fosfato
sodico de una solucién stock concentrada para preparar una solucion final de 30,
60 6 90 mM, que se ajustd hasta pH 6,2 o pH 5,8 con &cido acético. Estas
soluciones se incubaron durante 2 dias a 37 °C y se analizaron por IEX-HPLC
como en el Ejemplo 3. A modo de comparacién, en cada grafico se muestra el

mismo patrén de referencia de Rituximab comercial y las muestras D83 control
T=0.
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Los resultados mostraron (Figura 5) que después de 2 dias de incubacion a 37 °C,
una concentracion mas alta de fosfato daba lugar a una reduccion ligeramente
mayor en los post-picos y @ un mayor aumento del pico principal, De modo similar,
un pH 6,2 promovia una conversion ligeramente mejor que el pH 58. No se
observaron diferencias aparentes entre usar NaCl 25 o 50 mM.

Aungue en este punto, todos los experimentos se llevaron a cabo en tubos
pequenos en condiciones estaticas, los experimentos se repitieron en un modelo
de matraz agitado, para que fuese relevante para la fabricacién a gran escala,
donde el mezclado se realizaria con un impulsor para garantizar una temperatura
uniforme durante 3 dias a 37 °C. Estos resultados confirmaron las observaciones
previas obtenidas en el modelo estatico mas pequefio, salvo que la cinética de
conversion era ligeramente mas rapida con fosfato 90 mM en el modelo de matraz
agitado.

Ejemplo 5

Se llevd a cabo un andlisis del proceso de fabricacion a escala completa
incluyendo nanofiltracion y todas las medidas de control microbiano utilizando un
biorreactor de 500 L y purificado esencialmente como se ha descrito en el ejemplo
1. Tras incubar el anticuerpo Rituximab durante aproximadamente 28 horas a 37
°C, este se enfrié gradualmente hasta temperatura ambiente durante 48 horas. La
solucion de Rituximab resultante se cargd en una resina de cromatografia de
intercambio cationico POROS HS vy se lavd con 4 volumenes de columna de NaCl
15 mM, acetato 20 mM pH 5,5 y 55 volimenes de columna de NaCl 15 mM,
Nafosfato 20 mM pH 6,5. El anticuerpo Rituximab se eluyo usando un gradiente
lineal de NaCl 15 a 180 mM para 13 volimenes de columna con recogida de la
fraccion de 0,5 volumenes de columna por fraccion. La Tabla 1 siguiente muestra
el contenido de proteina total de las fracciones 1 a 9 y el ensayo de IEX-HPLC de
las fracciones individuales y de las fracciones combinadas 1 a 6, asi como para
una preparacién de Rituximab comercializada designada referencia de Rituximab.
Como se puede ver en la Tabla 1, las fracciones combinadas 1 a 6 corresponden
al 96% de la proteina totalmente eluida, es decir, Rituximab y el % de pre-pico,
pico principal y post-picos (16,3; 63,0; 20,7) son bastante similares a la
preparacion de Rituximab comercializada (20,2; 66,5; 13,4). En otras palabras, la
composicion de isoformas de Rituximab de las fracciones combinadas 1 a 6
recuerda mucho a la preparacion de Rituximab comercializada.

Esto es significativamente diferente de los resultados del experimento 1, donde la
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cantidad de isoformas de Rituximab post-pico representaba hasta el 50% de las
isoformas totales de Rituximab.

Tabla 1. Analisis de las fracciones de POROS HS50 para el analisis de la
fabricacion (10-0071).

(' Muestra | Proteina | % de | _Resultados del ensayo de [EXHPLC |
lr | total por proteina % pre % pico % post
'| | fraccidn total picos ‘ principal picos
A S (*) B R N
Fraccion 1 | 30 10% 619 | 35,1 3.0
(Fraccion2 | 72 | 25% | 269 | 693 | 39
Fraccion3 | 83 28% 90 | 79,7 13 |
Fraccion 4 | 64 22% 3,3 i 628 | 339 |
| Fraccion5 [ 18 6% 16 | 16,7 817 |
| Fraccion 6 | 15 5% | o0 | 46 | 954 |
| Fraccion 7 | 3 1,1% 04 | 4,8 947 |
|Fraccion8 | 7 | 25% | 00 | 39 | 961
|Fraccion9 [ 1~ | 03% | | I
| Fraccion | 16,3 | 63,0 207 |
| combinada | l
-6 0 | ]
| Referencia | 202 | 66,5 134 |
do | | |
| Rituximab_| | J [ |

Conclusiones

Como se ve en los Ejemplos 1 a 5, se ha desarrollado un proceso robusto y mas
reproducible para convertir residuos de glutamina o acido glutamico N-terminal en
acido piroglutamico a escala de fabricacion. El procedimiento esta disefiado para
reducir la variacion entre lotes y para producir un producto que es similar en
cuanto al perfil idbnico a un producto comercializado.

El proceso esta optimizado para la transferencia sencilla y rapida de una solucion
de intercambio anidnico de flujo continuo que contiene una proteina con residuos
de glutamina N-terminal no ciclados en una composicidn que contiene cantidades
optimas de fosfato y NaCl que tiene un pH de aproximadamente 6,2 para la
conversion no enzimatica de residuos de glutamina N-terminal no ciclados en

acido piroglutamico dentro de un proceso de purificacion.
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Thr
Asn
Pro
335
Gln
val
val
Pro
Thr
415
val

Leu

val

15
AsSn
Leu

ser

Ala
sar
160
val
Pro
Lys
Cys
Gly
240
Met
His
val
TYyr
Gly
320
Ile
val

Ser

Pro
400

val

Met

Ser

Gly
Tyr
Ile

Gly



ser
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
ser

Ala

Phe

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
«223>

Ser
Phe
Gly
val
115
Ser
G1n
val
Leu
Glu

195
Arg

453
PRT ]
Secuencia
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Gly

Gln
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180
val

Gly

Thr
Thr
85

Gly
Ile
val
LyS
Glu
165
Leu
Thr

Glu

Asp
70
Tyr
Thr
Phe
Cys
val
150
GlIn
ser
His

Cys

Phe Thr Leu Thr

Tyr Cys GIn Gln

90

Lys val Glu Ile

Pro Pro
120

105

Ser

Leu Leu Asn

135

Asp Asn Ala

Asp Ser

Lys

Lys Ala Asp

185

Asp
Asn
Leu

ASp

170

TYyr

Ile

75
Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Gln Gly Leu Ser Ser

200

Artificial

/nota="Anticuerpo"

Jorganismo="Secuencia

<400> 6

Glu
1
Ser
Gly
Gly
Lys
65
Leu
Ala
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asn
ser

225
Leu

val
Leu
Met
Trp
50

Arg
Gln
Lys
Gly
Ser
130
Ala
val
Ala
val
His
210
Cys

Gly

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Tyr
GIn
115
val
Ala
Ser
val
Pro
195
Lys
ASp

Gly

Leu
Leu
20

Trp
ASN
Phe
Asn
Pro
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser
Pro
Lys

Pro

val
5
ser
val
Thr
Thr
ser
85
His
Thr
Pro
Gly
AsSn
165
Gln
Ser
Ser
Thr

Ser

Glu
Cys
Arg
Tyr
Phe

70
Leu
Tyr
Leu

Leu

Cys
150

Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala

40

Thr Gly
35

Ser Leu

Arg Ala
Tyr Gly

val Thr
120
Ala Pro
135
Leu val

Gly
Ser

25
Pro
Glu
AsSp
Glu

Ser

105

val
ser

Lys

Ser Gly Ala Leu

Ser Ser Gly Leu

185

Artificial"

Gly
10
Gly
Gly
Pro
Thr
Asp
90
Ser
sSer
Ser
Asp

Thr

170

Tyr

Leu
Tyr
Lys
Thr
Ser

75
Thr
His
Ser
Lys
Tyr
155
sar

Ser

Ser Leu Gly Thr G1n Thr

200

Asn Thr Lys val Asp Lys

215

His Thr Cys Pro Pro Cys

230

235

val phe Leu Phe Pro Pro

Ser
Ser
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

val
Thr
Gly
Tyr

60
Lys
Ala
Trp
Ala
ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
220
Pro

Lys

Ser
Thr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Phe
Leu

45
Ala
ser
val
Tyr
ser
125
Thr
Pro
val
Ser
Ile
205
val
Ala

Pro

Leu
val
val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Pro
Thr

30
Glu
Ala
Thr
Tyr
Phe
110
Thr
ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Pro

Lys

Gln
Pro

95
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
val

Lys

Gly

15
Asn
Trp
ASp
Ala
TYyr

95
Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
125
val
Asn
Pro
Glu

Asp

Pro

80
Trp
Ala

Gly

GIn
160

Ser

Tyr

Ser

Gly
Tyr
val
Phe
Tyr
80
Cys
val
Gly
Gly
val
pho
val
val
Lys
Leu

240
Thr



Leu
Ser
Glu
Thr
305
AsSn
Pro
GlIn
val
val
385
Pro
‘ Thr
val

Leu

Met
His
val
290
Tyr
Gly
Ile
val
ser
370
Glu
Pro
val
Met

Ser
450

Ile
Glu
275
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
355
Leu
Trp
val
Asp
His
435
Pro

Ser
260
ASp
Asn
val
Glu
Lys
340
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

245
Arg

Pro
Ala
val
TYr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
ser
Ala

Lys

250
Thr Pro Glu val Thr Cys
265
Glu val Lys Phe Asn Trp
280
Lys Thr Lys Pro Arg Glu
295
Ser val Leu Thr val Leu
310 315
Lys Cys Lys val Ser Asn
330
Ile Ser Lys Ala Lys Gly
345
Pro Pro Ser Arg Glu Glu
360
Leu val Lys Gly Phe Tyr
375
Asn Gly GIn Pro Glu Asn
390 395
Ser Asp Gly Ser Phe Phe
410
Arg Trp GIn GIn Gly Asn
425
Leu His Asn His Tyr Thr
440

val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Met
Pro
380
Asn
Leu

val

Gln

val
val
285
Gln
GIn
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
445

val
270
ASD
Tyr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
ASp
Lys
Ser
ser

430
Ser

255
Asp

Gly
Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415
Cys

Leu

5|

val
val
Ser
Leu
320
Ala
Pro
GIn
Ala
Thr
400
Leu
ser

ser
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la purificacion de una proteina que contiene una
glutamina N-terminal y/o un acido glutamico N-terminal, comprendiendo el
procedimiento una etapa de incubacion de dicha proteina en condiciones que
promueven la ciclacién de la glutamina y/o acido glutamico N-terminal de dicha

proteina a acido piroglutamico.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la proteina es

un anticuerpo.

3 El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 ¢ 2 en el que la

proteina es un anticuerpo anti-CD20.

4. El procedimiento de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1-3 en
el que el anticuerpo anti-CD20 comprende una secuencia de cadena ligera

identica a SEC ID N°: 1y una secuencia de cadena pesada idéntica a SEC ID N°:
2;

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en

el que la conversion tiene lugar a una temperatura de 20-45 °C.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en

el que la conversion se lleva a cabo en medios celulares o en un tampén.

7 El procedimiento de la reivindicacidon 6 en el que la concentracion del

tampon se selecciona del intervalo de 20 mM a 150 mM,

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en

el que el pH esta en el intervalo de 3,5-9,0.
9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en
el que la conversion de glutamina y/o acido glutamico N-terminal en &acido

piroglutamico alcanza al menocs el 50%.

10.  El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en

L \Cm
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el que la etapa de conversion comprende la conversion no enzimatica de la

glutamina y/o el &cido glutamico N-terminal en acido piroglutamico.

11.  El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en
el gue la proteina tiene de 1 a 4 residuos de glutamina N-terminal y/o de 1 a 4

residuos de acido glutamico N-terminal antes de la conversion.

12, El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11
que comprende ademas las etapas de una cromatografia con proteina A con una
resina adecuada y una cromatografia de intercambio i6nico con una resina

adecuada.

13.  El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en
el que el procedimiento comprende las etapas:
(a) captura con proteina A con una resina adecuada,
(b) una inactivacion viral a un pH en el intervalo de 3,0-4,0,
(c) una cromatografia de intercambio anionico,
(d) la conversion de la glutamina y/o acido glutamico N-terminal de la proteina
en acido piroglutamico,
(e) una cromatografia de intercambio catidnico con una resina adecuada y una
elucion en gradiente para separar las isoformas del producto,
(f) una filtracion viral y

(g) una ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF).

14.  El procedimiento de la reivindicacidon 13 que comprende una etapa de

enfriamiento pasivo durante 12 a 72 horas después de la etapa (d).

15. Un procedimiento para preparar una proteina que tiene un acido
piroglutdmico N-terminal como principio activo farmacéutico para un producto
farmacéutico, comprendiendo el procedimiento un procedimiento de purificacién

de cualquiera de las reivindicaciones 1-14.

al
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RESUMEN

Un procedimiento para aumentar la formacion de acido piroglutamico de una

proteina

Un procedimiento para la conversién de un residuo de glutamina y/o acido
glutamico N-terminal de una proteina en acido piroglutamico en un procedimiento

de purificacion.
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Figura 3
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Figura 4

% drea del pico total {IEX HPLC)

Conc. baja de proteinas - temp. ambiente
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Figura 4 (cont.)

% area del pico total (IEX HPLC)

Conc. baja de proteinas — 37°C
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Figura 4 (cont.)

% area del pico total {IEX HPLC)

Conc. baja de proteinas — 45°C
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incubar 2 diasa 37°C
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2014/056700

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREALU

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING ZBM PATENTS- ZBA; BARLOCE &
OF A CHANGE MARRVARDSEN

Pl. Catalunya, 1

E-08002 Barcelona

ESPAGNE

(PCT Rule 92his. 1 and
Administrative Instructions, Section 422)

Date of matling (daymonthivear)

11 December 2014 (11.12.2014)

Apphicant’s or agent’s lile reference

IMPORTANT NOTIFICATION

P2661PC00
Trermational application Mo, International filing date (duvinontyear)

PCT/EP2014/056700 03 April 2014 (03.04.2014)
1. The lollowmg dications appeared on record concerning:
X the applicant (] the inventor J the agent L] the common representative
Nane and Address State ol Nationality State of Residence
MABXIENCE SA CH CH

Via Maggio 1
CH-6800 Lugano
Switzerland

Telephone No,

"acsimle Mo

Famuil address

2 The International Burcau hereby notifies the applicant that the following change has heen recorded coneerning,

Bd the person (] the name [J the uddress O the nationality (] the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsinule No,

l-mail address
[] Netifications by c-mail authorized

3. Further observations, il necessury:
The applicant indicated in here above box 1 have assigned their rights to the other applicant, who therefore remain the only
applicant for the present international application,

4. A copy of s notification has been sent (o the International Preliminary Fxamining Authority
B  the receiving Oltice

O] the Intermnational Scarching Authority

[(J  the Authority(ies) specificd for supplementary search

the designated Oflices concerned
the elected Oflices concerned
other: MABXIENCE SA

XOXO

The International Burcau of WIPO Authorized oflicer
34, chiemun des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerlund Deprez Isabelle
c-mall pid petid@wipo. int
Facsimile No. +41 22 338 89 75 Telephone No. 41 22 338 74 03

Form PCTAI06 (lanuary 2000} VLIPYZSVECORGAD
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DISENO INDUSTRIAL | | (Art. 119 Decisién 486/00)

l ' Indicacién que se solicita Disedio industrial

] Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
l—-—: Representacion grafica y folografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
—! diseno

L ] Comprabante de pago de las tasas establecidas

Completa i_J[ Incompleta El

ESQUEMA DE TRAZADO D (Art. 92 Decision 486/00)
-—-’f,“ _!;j:_c !C;Jﬂ que se aoh_c_l'a Un_(’_:;;_u_&;maﬂde 15;: - ) a )
r;] Datos de identificacion del solicilanie o de la persona que presenta la solicitud
L_[ Representacion grafica de un esquema de trazado
lj Comprabante de pago de las lasas eslablecidas
Completa [:i Incompleta E]
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