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DESCRIPCION
Procedimiento para activar la pretrombina 1

Antecedentes de la invenciéon

La pendltima etapa de la cascada de la coagulacion es la conversion catalizada por complejo de Factor Xa del
zimogeno protrombina en la enzima activa trombina. La protrombina es una glicoproteina dependiente de vitamina K
de cadena sencilla que se sintetiza en el higado. Contiene un dominio gla, dos regiones kringle, una cadena A 'y un
dominio de serina proteasa (cadena B). La conversién en trombina requiere que la protrombina se escinda en dos
sitios, eliminando el dominio gla y las regiones kringle, escindiendo entre las cadenas A y B para producir la proteasa
activa, denominada “trombina a”.

La trombina se usa terapéuticamente para promover la hemostasia en la cirugia y como componente de adhesivos y
selladores tisulares. Las trombinas humana y bovina, ambas derivadas de plasma, estan actualmente autorizadas
para su uso terapéutico.

Seria ventajoso obtener la trombina a partir de una fuente recombinante para evitar el potencial de contaminacién
que es intrinseco a los productos derivados de plasma. La trombina bovina se ha asociado con anomalias
hemostaticas que son el resultado de la inmunogenicidad de la propia trombina bovina y/o proteinas contaminantes
(Ortel y col., Ann. Surg. 233(1): 88-96, 2001; Lawson y col., Ann. Thorac. Surg. 79(3): 1037-1038, 2005) y lleva un
aviso de "recuadro negro" que advierte del uso repetido en pacientes que han desarrollado anticuerpos contra la
trombina bovina. Sin embargo, la produccién de protrombina recombinante ha demostrado ser problematica y los
rendimientos han continuado siendo reducidos.

Como alternativa a la purificacién a partir de plasma, la trombina puede prepararse a partir de una pretrombina
recombinante (por ejemplo, pretrombina 1), como se desvela en la Patente de Estados Unidos N° 5.476.777. La
pretrombina 1 es un precursor de trombina inactivo que no contiene el dominio gla o la primera regién kringle de la
protrombina, que puede producirse por expresion de un ADN de protrombina truncado en células recombinantes. La
trombina activa se produce a partir de la pretrombina 1 por tratamiento con cualquiera de varias proteasas
activantes, incluyendo activadores de la protrombina obtenidos de veneno de serpiente. Véase, por ejemplo, Speijer
y col., J. Biol. Chem. 261: 13258-13267, 1986; Masci y col., Biochemistry International 17: 825-835, 1988; y Morita y
col., Meth. Enzym. 80: 303-311, 1980.

La activacion de pretrombina 1 en trombina se complica por la actividad proteolitica de la trombina a sobre la
pretrombina. Esta actividad, que puede reducir el rendimiento global de la trombina a, puede aumentarse por las
condiciones necesarias para estabilizar la proteina. Continda existiendo la necesidad en la técnica de
procedimientos para activar eficazmente la pretrombina 1 en trombina a.

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona procedimientos para convertir la pretrombina 1 en trombina. Los procedimientos
de la invencion comprenden las etapas de (a) proporcionar la pretrombina 1 a una concentracion de 0,1 mg/ml a 10
mg/ml en una soluciéon acuosa de NaCl de 30 mM a 110 mM a pH 6,4-8,0, (b) proporcionar la oscutarina C
inmovilizada en un soporte sélido, y (c) aplicar la solucién acuosa a la oscutarina C inmovilizada para proporcionar
de 500 mg a 4000 mg de pretrombina 1 por ml del soporte sélido y un tiempo de contacto entre la pretrombina 1y la
oscutarina C de 1,8 a 3,5 minutos, ambos inclusive, por lo que la pretrombina 1 se escinde para producir trombina, y
se obtiene una solucion que contiene trombina. Dentro de una realizacion de la invencién, la solucién acuosa de
pretrombina 1 estd a pH = 7,4. Dentro de otra realizacion de la invencion, la pretrombina 1 es pretrombina 1 humana.
Dentro de realizaciones adicionales de la invencion, la oscutarina C estd inmovilizada en el soporte sélido a una
concentracion de 0,1 a 20 mg de oscutarina C por ml de soporte. Dentro de realizaciones relacionadas, la oscutarina
C esta inmovilizada en el soporte sélido a una concentracion de 0,1 a 5,0 mg de oscutarina C por ml de soporte.
Dentro de otra realizacion de la invencion, el soporte solido comprende una matriz de agarosa reticulada. Dentro de
una realizacion adicional, la concentracion de NaCl en la solucién acuosa de pretrombina 1 es de 70 mM. Dentro de
otras realizaciones, los procedimientos de la invencién se llevan a cabo a una temperatura de 17°C a 45°C, una
temperatura de 20°C a 37°C, una temperatura de 20°C a 30°C, o una temperatura de 25°C.

Dentro de ciertas realizaciones de la invencion, los procedimientos comprenden ademas las etapas de (d) aplicar la
soluciéon que contiene trombina a un medio de captura seleccionado del grupo que consiste en un medio de
cromatografia de intercambio i6nico y un medio de cromatografia de afinidad, por lo que la trombina esta unida al
medio de captura, (e) lavar la trombina unida, y (f) recuperar la trombina unida del medio de captura. Dentro de
ciertas realizaciones, el medio de captura es un medio de cromatografia de afinidad, tal como un medio que
comprende para-aminobenzamidina (PABA) inmovilizada en un soporte soélido. Dentro de una realizaciéon
relacionada, el medio de captura comprende PABA inmovilizada, y la etapa de recuperacion comprende lavar la
PABA inmovilizada con NaCl e isopropanol a concentraciones suficientes para eluir la trombina unida.

Estos y otros aspectos de la invencidn se haran evidentes al hacerse referencia a la descripcién detallada de la
invencion y los dibujos adjuntos siguientes. En los dibujos:

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2371208 T3

La Fig. 1 ilustra los efectos sobre la eficacia de activacion de tiempo de contacto con activador y concentracion de
pretrombina 1 variables.

La Fig. 2 muestra los indices de conversion de pretrombina 1 (PT-1) y pretrombina 2 (PT-2) en trombina en funcion
del caudal a través de la columna de activador.

Las Figs. 3, 4 y 5 ilustran los efectos del pH sobre la activacion de pretrombina 1 en trombina.
Las Figs. 6, 7 y 8 ilustran los efectos de la concentracién de NaCl de la activacion de pretrombina 1 en trombina.
La Fig. 9 ilustra el efecto de la temperatura sobre la conversién de PT-1y PT-2 en trombina.

La Fig. 10 muestra las cantidades relativas de trombina, PT-1y PT-2 en un procesamiento de activacion usando una
carga de PT-1 de 4,0 mg/ml y un tiempo de contacto de 2,5 minutos.

Como se usa en el presente documento, el término "trombina" denota la enzima activada, también conocida como
trombina a, que se obtiene como resultado de la escision proteolitica de la protrombina (factor II). El término
"trombina" se usa en el presente documento para denotar esta proteina independientemente de su origen. La
trombina humana es una proteina de 295 aminoacidos compuesta por dos cadenas polipeptidicas unidas por un
enlace disulfuro. Pueden usarse dentro de la presente invencion trombinas tanto humanas como no humanas. La
trombina se usa médicamente como agente hemostatico y como componente de adhesivos tisulares.

La "pretrombina 1" es una proteina que se obtiene como resultado de la eliminaciéon de los dominios gla y primer
dominio kringle (en su conjunto denominados fragmento de protrombina 1) de la protrombina. La pretrombina 1
puede producirse por escision de la protrombina con trombina o directamente por produccién recombinante. La
pretrombina 1 puede activarse en trombina mediante una escision proteolitica adicional.

Los intervalos numéricos enumerados en el presente documento incluyen sus puntos finales.
Todas las referencias citadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad.

La presente invencion proporciona procedimientos para la activacion del precursor de trombina pretrombina 1 (PT-1)
en la enzima activa trombina. Aunque, con fines ilustrativos, la invencion se describe en los términos de la PT-1
humana recombinante, la invencién también incluye la activacion de formas no humanas y no recombinantes de la
pretrombina 1. Por lo tanto, la invencién incluye, sin limitacion, procedimientos para activar la PT-1 derivada de
plasma humana y no humana (por ejemplo, bovina) y la PT-1 recombinante.

Dentro de la presente invencion, la activacion de pretrombina 1 (PT-1) en trombina se consigue enzimaticamente por
hidrélisis de la cadena principal polipeptidica de PT-1 en dos sitios especificos. La enzima usada para catalizar esta
conversién se obtiene del veneno de la serpiente taipan de la costa (Oxyuranus scutellatus). Una serina proteasa
compleja (Oscutarina C) purificada a partir del veneno bruto es capaz de mimetizar las funciones de los Factores Va
y Xa que son necesarios para la activacion de la protrombina en trombina in situ.

Dentro de una realizacion de la invencion, la trombina activada se captura por cromatografia de afinidad pasando el
eluyente que contiene trombina de la columna de activador sobre una columna de para-aminobenzidina (PABA)
inmovilizada. La PABA esta inmovilizada en un soporte de perlas polimérico. Los soportes adecuados incluyen
polimeros de metacrilato, acrilamida, agarosa y similares, funcionalizados con quimicas tales como quimicas de
epoxi, ésteres activos, tiol y bromuro de cianégeno. Se conocen en la técnica una diversidad de soportes y quimicas
de activacion. Véase, por ejemplo, Hermanson y col., Immobilized Affinity Ligand Techniques, Academic Press,
Nueva York, 1992. Los contaminantes, incluyendo el fragmento de protrombina 2 y proteinas de células huésped,
pueden eluirse de la columna usando NaCl de 70 mM a 500 mM, isopropanol del 5% al 20% en volumen o una
combinacion de NacCl e isopropanol. Dentro de una realizacién de la invencion, los contaminantes se eluyen usando
NaCl 264 mM en isopropanol al 7,1 % (v/v), tamponado hasta un pH aproximadamente neutro. La trombina activada
puede eluirse después usando concentraciones aumentadas de NaCl (de 300 mM a 500 mM, preferentemente de
aproximadamente 500 mM), isopropanol (del 10% al 20% en volumen, preferentemente de aproximadamente el
15,7% en volumen) o una combinacion de NaCl e isopropanol a estas concentraciones. Dentro de una realizacion, la
trombina se eluye usando NaCl 500 mM en isopropanol al 15,7% (v/v). Dicha combinaciéon de NaCl e isopropanol
confiere estabilidad a la trombina después de su extraccion por elucion de la columna de PABA. Las eluciones
pueden llevarse a cabo usando un gradiente de concentracién o de una forma por etapas. Aunque la trombina y el
fragmento 2 pueden eluirse usando los mismos intervalos de concentracion, eluyéndose primero el fragmento 2, el
uso de menores concentraciones de NaCl y/o isopropanol para la elucion del fragmento 2 y mayores
concentraciones para la elucién de trombina da como resultado menores volimenes de elucién y una separacién
mejorada.

La trombina eluida de la columna de activador también puede capturarse por otros procedimientos cromatograficos,
tales como cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de inmunoafinidad o cromatografia de afinidad (por
ejemplo, cromatografia de afinidad de heparina).
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La oscutarina C (también denominada en el presente documento "activador de protrombina” o "PTA") es un
tetrdmero que consiste en dos subunidades analogas a Factor Xa y dos subunidades analogas a Factor Va. Aunque
sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, se cree que las subunidades de tipo Factor Xa son responsables
de la actividad catalitica del complejo, y las subunidades de tipo Factor Va son necesarias para estabilizar la
molécula de PT-1 en la configuracion apropiada para permitir la activacion. Véase, Speijer y col. (ibidem). Para usar
el PTA purificado como agente de activacion para convertir la PT-1 en trombina, la enzima se inmoviliza en un
soporte solido. Los soportes adecuados incluyen cualquier resina cromatografica activada con quimicas reactivas
con restos de amina, sulfhidrilo, carboxilo, hidroxilo o carbohidrato en la molécula de PTA, por lo que dicha reaccién
da como resultado un enlace covalente del PTA con la resina. Los ejemplos de dichos soportes incluyen agarosa,
celulosa, silice y soportes sintéticos, tales como resinas preparadas a partir de derivados de acrilamida, poliestireno
y metacrilato.

La resina de soporte se carga con Oscutarina C a una proporcion de 0,1 mg a 20 mg de activador por ml de resina
estable. Como apreciaran los expertos en la materia, las capacidades de las resinas individuales pueden variar algo,
y las condiciones reales se estableceran mediante optimizacion de procedimientos de rutina. En general, podran
conseguirse densidades de carga de resina tan elevadas como de 10 a 20 mg de activador por ml de resina con
soportes de resina convencionales, y pueden permitir mayores proporciones de activacion de pretrombina 1 respecto
a resina (>2,0 g/ml de resina) o tiempos de activacion mas cortos. Se descubrid que una resina de agarosa
reticulada cargada con 1,0 mg de PTA por ml de resina era suficiente para activar al menos 2,0 gramos de PT-1 en
trombina por ml de resina acoplada, con un rendimiento molar global de trombina en exceso del 70% en condiciones
Optimas. Esta proporcion de PTA respecto a resina tiene el potencial de activar mas de 4 gramos de PT-1 por ml de
resina consiguiendo una conversion en trombina solo ligeramente inferior.

Las condiciones de inmovilizacién se optimizaron usando una resina de agarosa reticulada activada con bromuro de
cianogeno (utilizando SEPHAROSE FAST FLOW de Amersham Biosciences). Se usaron inicialmente condiciones
de inmovilizacién convencionales (segln especificaba el fabricante). Sin embargo, se descubrié que el PTA era
susceptible a la inactivacion por lavados a bajo pH, dando como resultado una inactivacion irreversible cuando se
lavaba por debajo de un pH de 4,5, y la inestabilidad de la molécula de PTA se empeor6 por adicion de NaCl 0,5 M a
la mezcla de reaccion. Se descubrié que el lavado a pH 5,0 era suficiente para eliminar cualquier impureza al tiempo
gue se preservaba la actividad de la resina. Por lo tanto, deberia evitarse el lavado a un pH por debajo de 4,5. La
enzima no se veia afectada por el lavado a niveles de pH superiores (hasta al menos 8,3). El tratamiento de la resina
con un tampon de bajo pH (por ejemplo, pH 4,0) puede tolerarse durante intervalos de tiempo cortos al tiempo que
se mantiene la actividad de la resina. Sin embargo, el lavado de la resina con tampones por debajo de un pH de 4,5
inactivara la resina de una forma dependiente del tiempo. Cuanto menor el pH, menos tiempo es necesario para la
pérdida de actividad.

La resina de PTA puede almacenarse en condiciones ligeramente acidas. A partir de una serie de experimentos de
optimizacion se determiné que la estabilidad de la resina es maxima a pH 6,0 en tampon fosfato sédico que contiene
azida sadica al 0,02% como agente bacteriostatico. La resina es sélo ligeramente menos estable en EtOH al 20% a
pH 6,0.

Varios parametros influyen en la eficacia de activacion de la resina de PTA. Entre estos estan el pH, la
conductividad, el tiempo de contacto de PT-1, la concentracién de PT-1 y la temperatura. Aunque el pH es un
parametro importante en la determinacion del equilibrio de reaccién (conversién de PT-1 en PT-2), el pH éptimo para
la conversién de PT-1 en trombina es amplio, entre pH 6,8 y pH 8,0. La afinidad maxima de serina proteasas por p-
aminobenzamidina (PABA) es a aproximadamente pH 8,0, por lo tanto es deseable mantener el pH de la reaccion de
conversién proximo a pH 8,0. Aunque las concentraciones crecientes de NaCl inhibian la reaccién de activacion, se
incluye algo de NaCl en el tampén de reaccion para mantener la estabilidad de la PT-1 en soluciéon. Pruebas
experimentales mostraron que hay una caida significativa en la conversién de PT-1 en trombina cuando la carga
contenia NaCl 0,3 M, y que concentraciones decrecientes de NaCl daban como resultado mayores proporciones de
conversion de PT-1 en trombina. A través de una serie de experimentos se determiné que el NaCl 70 mM
proporcionaba una buena combinacion de estabilidad de PT-1 y eficacia de activacion. Dentro de la presente
invencion, puede utilizarse una concentracion de NaCl de 30 mM a 110 mM sin incurrir en pérdidas inaceptables. Se
ha descubierto que la eficacia de activacion aumenta con la temperatura; se obtuvieron mayores velocidades de
conversién a mayores temperaturas (véase la Fig. 9). La activacién a gran escala a 25° proporciona una eficacia de
activacion aceptable, aunque pueden emplearse temperaturas tan elevadas como de 45°C. Sin embargo,
temperaturas menores pueden proporcionar una vida Util del activador mas prolongada.

El tiempo de permanencia de la PT-1 en la columna de activador influye enormemente en la eficacia de conversion.
Tiempos de contacto mas cortos (como pueden obtenerse a través de caudales mayores) dan como resultado una
conversion mas escasa de PT-1 en trombina. La relacion entre la concentracion de PT-1 y el tiempo de contacto con
PTA de 0,6 a 1,8 minutos se muestra en la Fig. 1. A mayores concentraciones de PT-1 (entre 4 y 6 mg/ml) un tiempo
de contacto de 2,5 minutos da como resultado una buena conversién. La Fig. 10 muestra las cantidades relativas de
trombina, PT-1 y PT- 2 en un procesamiento de activacién usando una carga de PT-1 de 4,0 mg/ml y un tiempo de
contacto de 2,5 minutos. Por lo tanto, a medida que aumenta la concentracién de PT-1, el tiempo de contacto puede
aumentarse para mantener una elevada velocidad de conversion de PT-1 en trombina. Por manipulacién de la
concentracion de carga de PT-1 y del tiempo de contacto de PT-1-resina de PTA, un experto en la materia puede
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desarrollar una matriz de combinaciones de reaccion adecuadas. Por ejemplo, se ha descubierto que los parametros
de procedimiento mostrados en la Tabla 1 proporcionan eficacias de conversion adecuadas.

Tabla 1
Concentracion de PT-1 [Tiempo de contacto
1 mg/ml 1,8 min
5 mg/ml 2,5 min
10 mg/ml 3,5 min

Sorprendentemente, la concentracion de PT-1 en la solucion de carga no influyé mucho en la eficacia de conversién
hasta aproximadamente 9,0 mg/ml. Hubo cierta pérdida de eficacia a mayores concentraciones de PT-1, pero la
eficacia de conversion podia recuperarse aumentando ligeramente el tiempo de contacto como se muestra en la Fig.
1.

Antes y durante el procedimiento de activacién de la PT-1, una porcion de la PT-1 puede hidrolizarse parcialmente
por trombina o proteasas enddgenas. La forma parcialmente hidrolizada se denomina pretrombina 2 (PT-2) y carece
de actividad proteolitica. La PT-2 mencionada en este documento puede existir en dos formas que varian en tamafio
en 13 aminoécidos. Es posible convertir la PT-2 en trombina mediante la ruta de activacién de la Oscutarina C, pero
las cinéticas de activacion son mas lentas que las observadas para la PT-1 (Fig. 2). Debido a que la conversion de
PT-2 en trombina es mas lenta que la conversion de PT-1, es deseable limitar la produccion de PT-2 en la mezcla de
reaccion. Cuando se trabaja con cultivos celulares recombinantes, la recogida del cultivo celular a mayor viabilidad
celular (>50%) reduce la produccion de PT-2. Se cree que los aumentos en la PT-2 en cultivos celulares de baja
viabilidad son debidos a un aumento en el nivel de proteasas de cultivo celular producidas endégenamente, que
causan la conversion de PT-1 en PT-2 después de que la viabilidad celular caiga por debajo del 50%.

Después de la recuperacién de trombina activada, puede conseguirse una purificacién adicional usando una o0 mas
técnicas de fraccionamiento de proteinas convencionales. Los procedimientos adecuados incluyen, por ejemplo,
cromatografia de intercambio iénico, intercambio de tampdn, filtracion (incluyendo nanofiltraciéon para eliminar virus)
y concentracion.

Para su uso como agente terapéutico, la trombina purificada se formula con un vehiculo fisiolégicamente aceptable.
Las formulaciones preferidas incluyen soluciones acuosas débilmente tamponadas que contienen sacarosa, manitol,
cloruro sédico, un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular (HMW-PEG) y, opcionalmente, cloruro
célcico. Los intervalos de concentracion tipicos de estos componentes se muestran en la Tabla 2. Las
concentraciones expresadas como porcentaje son en base a peso respecto a volumen.

Tabla 2
trombina 0,01-5,0 mg/ml
sacarosa 2%-4%
manitol 3,5%-5%
NacCl 50-300 MM

tensioactivo o HMW-PEG [0,03%-1%

CaCl, 0-5 mM

pH 5,7-7,4

Para el almacenamiento a largo plazo, la solucién acuosa se divide en alicuotas en viales estériles, ampollas u otros
recipientes, y se liofiliza de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica.

Para su uso, la composicion de trombina liofilizada se reconstituye con un diluyente adecuado a la concentracion
deseada, generalmente de aproximadamente 100 U NIH/ml a aproximadamente 5.000 U NIH/ml, tipicamente de
aproximadamente 1.000 U NIH/ml, aunque la concentracion real se determinara por el médico de acuerdo con las
necesidades del paciente individual. La trombina puede aplicarse a tejido sangrante para conseguir la homeostasis,
con frecuencia en combinacidon con una esponja de gelatina absorbible o como una pulverizacion. La trombina
también puede usarse como componente de un adhesivo tisular o pegamento de fibrina. Estos y otros usos de la
trombina se conocen en la técnica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2371208 T3

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1

Se produjo pretrombina 1 recombinante en células CHO DG44 transformadas con el vector de expresion THR101
desvelado en la Patente de Estados Unidos N° 5.527.692. Las células se cultivaron en un biorreactor en modo de
perfusion. El medio de cultivo acondicionado se recogié y se aclar6é a través de una serie graduada de filtros de
profundidad vy, finalmente, por ultrafiltracion/diafiltracién a través de un filtro bicapa de PES (polietersulfona) de 0,2
pm. Se us6 un sistema de ultrafiltracion de flujo tangencial configurado con membranas de polietersulfona de limite
de peso molecular nominal de 30 kDa (PELLICON BIOMAX; Millipore Corp, Billerica, MA) para concentrar el medio
aclarado 10 veces. El medio concentrado se diafiltr6 después de forma continua con seis volimenes de diafiltracion
de tampdn de equilibrado (Tris 20 mM, NaCl 120 mM, pH 9,1 + 0,1) a una concentracion de pretrombina 1 de 9.0 g/l.

La inactivacion viral de la pretrombina 1 se consigui6 por tratamiento con detergente. Se afiadié una solucion al 10%
(p/v) de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (TRITON X-100) a la solucion de PT-1 concentrada a una
concentracion final del 0,5% (p/v). La solucién se mezclé y se mantuvo durante cuatro horas a 12°C + 2°C. La
solucion se enfrié después por debajo de 8°C.

La pretrombina 2 contaminante y las impurezas de procedimiento se eliminaron por cromatografia de intercambio
anionico. La solucion tratada con detergente se calentd a 16-22°C y se filtrd para eliminar precipitados. El filtrado se
carg6 sobre un columna de 80 cm de didmetro x 20 cm de largo de resina de agarosa derivatizada (Q SEPHAROSE
XL; GE Healthcare) que se habia equilibrado con Tris 20 mM, NaCl 120 mM, pH 9,1. La columna se lavo después
con 10 volumenes de columna del mismo tampén, seguido de 10 volimenes de columna de Tris 20 mM, NaCl 142
mM, pH 8,8. La proteina se eluy6é después con 5 volimenes de columna de Tris 20 mM, NaCl 300 mM, pH 7,3.
Todos los flujos de columna fueron a una velocidad lineal de 150 cm/h. El eluido se controlé por la absorbancia
(A280), ¥ el pico se recogi6 y se enfrid por debajo de 8°C.

La solucion de PT-1 se concentrd después por ultrafiltracion a través de filtros de membrana de polietersulfona de
limite de peso molecular nominal de 30 kDa en un dispositivo de filtracion de flujo tangencial (PELLICON BIOMAX;
Millipore Corporation, Billerica, MA) a una concentraciéon de 20 + 3 g/l. El concentrado se filtr6 después a través de
filtros de 0,2um y se congel6 a -80°C.

La PT-1 se activd usando oscutarina C inmovilizada, y la trombina se captur6 en una columna de para-
aminobenzamidina (PABA). El activador se inmovilizé a través de aminas reactivas presentes en la superficie de la
molécula de PTA sobre perlas de agarosa activadas con bromuro de ciandgeno (SEPHAROSE FF; GE Healthcare)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, pero con un lavado a pH 5,0. Después de la inmovilizacion, la resina
se envasoé en una columna de 5 cm de DI x 10 cm de altura de lecho (volumen de columna = 200 ml) en tampén de
equilibrado de PTA (Tris 20 mM, NaCl 70 mM, pH 7,3). La columna de PTA se acopld directamente a una columna
de 60 cm de DI por 20 cm de altura de lecho (57 I) de resina de PABA (obtenida en ProMetic Biosciences, Wayne,
NJ). La resina de PABA se envas0 en la columna, se sane6 con NaOH 0,5 M, después se neutralizé con Tris 100
mM, pH 7,5, y se almacend en fosfato sédico 25 mM, isopropanol al 20%, pH 7,0. Las columnas de PTA y PABA se
equilibraron con cinco volimenes de columna de Tris 20 mM, NaCl 70 mM, pH 7,3 antes del acoplamiento.

Para activar la PT-1, PT-1 congelada concentrada (400 g de PT-1) se descongel6 y se diluy6 a una conductividad de
9,2 + 0,2 mS/cm con Tris 20 mM, pH 7,3, después se diluyé adicionalmente a una concentracién de 5 mg/ml de PT-1
con Tris 20 mM, NaCl 70 mM, pH 7,3. El pH de la solucion se ajusté después a 7,4 + 0,1 con fosfato sédico 1,5 M,
pH 6,0, y la solucion se filtré a través de un filtro de 0,2 um. La solucién filtrada se aplicé después a la columna de
PTA usando un caudal disefiado para permitir un tiempo de contacto de 2,5 minutos en la columna de PTA (80
ml/min). Después de la finalizacion de la carga la columna de PTA se lavd con al menos cinco volimenes de
columna de tampén de equilibrado al caudal de carga. Las columnas se desconectaron después para permitir la
elucion de la trombina de la columna de PABA. La activacion y la captura se realizaron a 25°C y 17°C,
respectivamente.

La trombina se eluy6 de la columna de PABA en condiciones que separaban el fragmento de protrombina 2 (F2) y
las proteinas de célula huésped contaminantes de la trombina. Todas las etapas se llevaron a cabo a un caudal de
38 cm/h en la misma direccion en la que se cargé la columna. La columna se lavé con al menos 5 volimenes de
columna de tampén A (tampoén de equilibrado; Tris 20 mM, NaCl 70 mM, pH 7,3). El F2 se eluyé con un lavado
intermedio de 3 volimenes de columna usando Tris 20 mM que contenia NaCl 264 mM e isopropanol al 7,1%. La
elucion de trombina se realiz6 usando tampdn tris 20 mM y aumentando las concentraciones de NaCl e isopropanol
hasta 500 mM vy el 15,7%, respectivamente. La recogida de la produccién se realizé basandose en la absorbancia a
Azso.

La trombina activada se purificd adicionalmente usando cromatografia de intercambio catiénico. El eluido de PABA
se diluy6 con histidina 10 mM, pH 6,3, a una conductividad de no mas de 13 mS/cm. La solucién de trombina se
aplicé después a una columna de 45 cm de diametro x 12 cm de largo (volumen de lecho de 19 litros) de resina de
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agarosa de sulfopropilo (SP SEPHAROSE Fast Flow; GE Healthcare) que se habia equilibrado con histidina 10 mM,
NaCl 50 mM, pH 6,3. Después de la carga, la columna se lavé con tres volimenes de columna del mismo tampén.
La trombina se eluy6 con histidina 10 mM, NaCl 400 mM, pH 6,3, y el pico también se recogi6. Todos los flujos de
columna fueron a una velocidad lineal de 200 cm/h.

Los virus adventicios se eliminaron usando nanofiltracién. El eluido de la columna de intercambio catiénico se paso a
través de un filtro de 0,1 um, seguido en serie con un filtro de membrana de cartucho de 30 pulgadas (ULTIPOR
DV20; Pall Corporation, Northborough, Mass.), y se recogio6 el filtrado.

En experimentos posteriores, la resina de PABA se saned usando acido acético 0,1 M + EtOH al 20%. Este
procedimiento dio como resultado una estabilidad mejorada de la resina.

Ejemplo 2

Se estudié el efecto del pH sobre la conversion de PT-1 recombinante en trombina. Los experimentos se llevaron a
cabo esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, usando una proporcién de 2000:1 de PT-1 respecto a
Oscutarina C inmovilizada y un tiempo de contacto de 2,5 minutos, variando el pH de la reaccién de activacion de
6,8 a 8,0. Dentro de este intervalo de pH la mejor conversién de PT-1 en trombina se describié a pH 7,4. A pH 6,8, la
reaccion de PT-1 en trombina era menos eficaz, dando como resultado menores rendimientos de trombina. A pH 8,0
habia una tendencia de que la PT-1 se convirtiera en PT-2, dando como resultado de nuevo menores rendimientos
de trombina. Véanse las Figs. 3-5.

Una segunda serie de experimentos realizados a pH de 6,0 a 7,4 mostré6 que el rendimiento de trombina cay6
aproximadamente el 20% a pH 6,0 frente a pH 7,4. Curiosamente, en este conjunto de cuatro experimentos en el
que se realizaron activaciones a pH 7,4, 6,8, 6,4 y 6,0, la conversion de PT-1 en trombina era bastante constante
hasta que se consiguié un pH de 6,0. Ademas, se descubrié que la resina era menos estable a niveles de pH
menores en comparacion con niveles mayores.

Ejemplo 3

La activacion de PT-1 se llevd a cabo esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, usando concentraciones
variables de NaCl a pH 7,4. Se descubridé que concentraciones crecientes de NaCl inhiben la reaccién de activacion
como se muestra en la Fig. 6 (NaCl 300 mM; 29,4 mS/cm), la Fig. 7 (NaCl 120 mM; 14,3 mS/cm) y la Fig. 8 (NaCl 70
mM; 8,7 mS/cm). Sin embargo, tenia que incluirse algo de NaCl en el tampén de reaccion para mantener la
estabilidad de la PT-1 en la solucién. A través de una serie de experimentos se determiné que el NaCl 70 mM
proporcionaba una combinacion adecuada de estabilidad de PT-1 y eficacia de activacion.

Los experimentos también se realizaron a NaCl 30 mM observandose un ligero aumento en el rendimiento de
producto, aunque a cierta pérdida de estabilidad.

Ejemplo 4

El efecto sobre la activacion del tiempo de permanencia de la PT-1 en la columna de activador se estudié variando el
caudal con condiciones de activacion esencialmente como se describen en el Ejemplo 1. Se inyectaron volimenes
de bolo de 1,0 ml de PT-1 sobre una columna de PTA a escala reducida. Se recogieron fracciones, se inactivaron en
una solucién que contenia benzamidina soluble, y se ensayaron mediante HPLC de fase inversa para determinar las
concentraciones de PT-1, PT-2 y trombina. Tiempos de contacto mas cortos (caudales mayores) dieron como
resultado una conversiéon mas escasa de PT-1 en trombina. Estos estudios también demostraron que sélo habia una
modesta caida en la activacion de PT-1 al final del procedimiento de conversién en comparacion con las mediciones
de conversion iniciales. Se muestra una representacion grafica de estos datos en la Fig. 1.

A concentraciones de PT-1 de entre 4 y 6 mg/ml, un tiempo de contacto de 2,5 minutos dio como resultado una
buena conversion. Como se muestra en la Fig. 10, se obtuvieron resultados adecuados con una carga de PT-1 de
4,0 mg/ml (2000 mg de PT-1/ml de resina) y un tiempo de contacto de 2,5 minutos.

Ejemplo 5

Se estudio el efecto de parametros de procedimiento sobre la activacion de PT-1 y PT-2. 20 ml de cada de PT-1y
PT-2 se dializaron en Tris 20 mM, NaCl 120 mM, pH 7,4 durante 17,5 horas a 2-8°C. Las proteinas dializadas se
diluyeron después hasta 1 mg/ml en el mismo tampon. Las soluciones de proteinas se aplicaron a la columna de
activador a caudales de 0,2-0,5 ml/min a inyecciones equimolares. Como se muestra en la Fig. 2, la velocidad de
conversion de PT-1 en trombina era superior a la velocidad de conversion de PT-2. También como se muestra en la
Fig. 2, la velocidad de disminucién de la conversion en funcion del tiempo de contacto para PT-1 era menor que para
PT-2, indicando que la conversién de PT-2 esta mas influenciada por el tiempo de contacto en el activador.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para convertir la pretrombina 1 en trombina, que comprende:

proporcionar pretrombina 1 a una concentracion de 0,1 mg/ml a 10 mg/ml en una solucién acuosa de NaCl de
30 mM a 110 mM a pH 6,4-8.0;

proporcionar oscutarina C inmovilizada en un soporte sélido; y

aplicar la solucién acuosa a la oscutarina C inmovilizada para proporcionar de 500 mg a 4000 mg de
pretrombina 1 por ml del soporte sélido y un tiempo de contacto entre la pretrombina 1 y la oscutarina C de 1,8 a
3,5 minutos ambos inclusive, por lo que la pretrombina 1 se escinde para producir trombina, y se obtiene una
solucion que contiene trombina.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

aplicar la solucion que contiene trombina a un medio de captura seleccionado del grupo que consiste en un
medio de cromatografia de intercambio i6nico y un medio de cromatografia de afinidad, por lo que la trombina
se une al medio de captura;

lavar la trombina unida; y

recuperar la trombina unida del medio de captura.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el medio de captura es un medio de cromatografia de afinidad.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el medio de cromatografia de afinidad comprende PABA
inmovilizada en un soporte soélido.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la oscutarina C se inmoviliza en una matriz de agarosa
reticulada.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la concentracion de oscutarina C en la matriz es de 1,0 mg/ml.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en el que la solucién acuosa de pretrombina 1 es a
pH =74

8. El procedimiento de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, en el que la pretrombina 1 es pretrombina 1
humana.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, que se lleva a cabo a una temperatura de 17°C a 45°C, preferentemente
de 20°C a 37°C, y mas preferentemente de 20°C a 30°C.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, que se lleva a cabo a una temperatura de 25°C.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la oscutarina C se inmoviliza en el soporte sélido a una
concentracion de 0,1 a 20 mg de oscutarina C por ml de soporte.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la concentracion es de 0,1 a 5,0 mg de oscutarina C por ml de
soporte.

13. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la concentracion de NaCl en la solucion acuosa de pretrombina
1 esde 70 mM.

14. Un procedimiento para convertir la pretrombina 1 en trombina, que comprende:

proporcionar pretrombina 1 a una concentracion de 1,0 mg/ml a 10 mg/ml en una solucién acuosa de NaCl de
30 mM a 110 mM a pH = 6,8-8,0,

proporcionar oscutarina C inmovilizada en un soporte soélido a una concentracion de 0,1 mg a 20 mg de
oscutarina C por ml de soporte;

aplicar la pretrombina 1 a la oscutarina C inmovilizada para proporcionar una proporciéon de pretrombina
1:oscutarina C de 500 mg a 4000 mg de pretrombina 1 por ml del soporte sélido y un tiempo de contacto entre la
pretrombina 1y la oscutarina C de 1,8 a 3,5 minutos a una temperatura de 20°C-30°C, por lo que la pretrombina
1 se escinde para producir trombina, y se obtiene una solucién que contiene trombina;

aplicar la solucion que contiene trombina a PABA inmovilizada, por lo que la trombina se une a la PABA,;

lavar la trombina unida para eliminar impurezas; y

recuperar la trombina unida de la PABA inmovilizada.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que la etapa de recuperacion comprende lavar la PABA
inmovilizada con NaCl e isopropanol a concentraciones suficientes para eluir la trombina unida.
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