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DESCRIPCION

Reduccién de endotoxina en acidos polisialicos.

[0001] La presente invencion se refiere a la reduccion de endotoxina en el acido polisialico (PSA) y sus conjugados
mediante la incubacién con una base fuerte, seguido por la recuperacion del PSA, habitualmente por la adsorcion y
elucion de una columna de intercambio. El acido PSA con contenido de endotoxina reducido puede ser usado para
sistemas de administracién de medicamentos de derivatizacion, incluyendo proteinas y farmacos péptidos, lo que
mejora las farmacocinéticas y las farmacodinamias de los farmacos.

[0002] Los acidos polisialicos son polimeros no ramificados de origen natural del acido sialico producidos por
ciertas cepas bacterianas y en los mamiferos en ciertas células [Roth y otros, 1993]. Se pueden producir en varios
grados de polimerizacién desde n=alrededor de 80 o mas residuos de acido sidlico hasta n=2 por hidrélisis acida
limitada o por digestion con neuraminidasas, o por el fraccionamiento de las formas naturales bacterialmente
derivadas del polimero. La composicion de diferentes acidos polisialicos también varia de tal forma que hay formas
homopoliméricas, es decir, el acido polisialico alfa-2, 8-enlazado que comprende el polisacarido capsular de la cepa
E. coli K1y el grupo B meningococci, que también se encuentra en la forma embrionaria de la molécula de adhesién
celular neuronal (N-CAM). Las formas heteropoliméricas también existen tales como el acido polisialico alternando
alfa-2,8 alfa-2,9 de la cepa de E. coli K92 y polisacaridos de grupo C de N. meningitidis. El acido sialico puede
también ser encontrado en la alternancia de copolimeros con monémeros que no sean acido sialico como el grupo
W135 o el grupo Y de N. meningitidis. Los acidos polisidlicos tienen importantes funciones bioldgicas incluyendo la
evasion de los sistemas inmunoldgico y complementario por bacterias patogénicas y la regulacion de la adhesividad
de gliales de las neuronas inmaduras durante el desarrollo fetal (en donde el polimero tiene una funcién anti-
adhesiva) [Muhlenhoff y otros, 1998], a pesar de que no hay receptores conocidos para los acidos polisidlicos en
mamiferos. El &cido polisialico alfa-2,8-enlazado de la cepa de E. coli K1 también es conocido como “acido
colominico (CA)” y es usado (en varias longitudes) para ejemplificar la presente invencion.

[0003] La forma alfa-2,8 enlazada del acido polisialico, entre los polisacaridos bacterianos, es no-inmunogénica
(no provocando respuestas ni de células T ni de anticuerpos en sujetos mamiferos, incluso cuando se conjuga con
proteinas portadoras inmunogénicas) que puedan reflejar su status como un polimero mamifero (asi como
bacteriano). Las formas mas cortas del polimero (hasta n=4) se encuentran en ganglidsidos de la superficie celular,
que estan ampliamente distribuidos en el cuerpo, y se cree que imponen y mantienen efectivamente la tolerancia
inmunolégica al acido polisialico. En afios recientes, las propiedades bioldgicas de los acidos polisialicos,
particularmente las del acido polisialico homopolimérico alfa-2,8 enlazado han sido aprovechadas para modificar las
propiedades farmacocinéticas de la proteina y las moléculas de farmacos de bajo peso molecular [Greoriadis, 2006;
Jain y otros, 2003; US-A-5846.951; WO-A-0187922]. La derivatizacion del acido polisidlico da lugar a mejoras
impresionantes en la vida media de circulacion para un nimero de proteinas terapéuticas incluyendo la catalasa y la
asparaginasa, y también permite que tales proteinas sean usadas en presencia de anticuerpos preexistentes
surgidos como una consecuencia no deseada (y algunas veces inevitable) de una exposicion anterior a la proteina
terapéutica. En muchos aspectos, las propiedades modificadas por las proteinas polisialiladas son comparables a las
proteinas derivatizadas con polietilenglicol (PEG). Por ejemplo, en cada caso, las vidas medias se aumentan, y las
proteinas y los péptidos son mas estables a la digestion proteolitica, pero la retencién de la actividad bioldgica
parece ser mayor con el PSA que con el PEG [Hreczuk-Hirst y otros, 2002]. También hay preguntas sobre el uso del
PEG con agentes terapéuticos que han de ser administrados crénicamente, ya que el PEG es sélo muy lentamente
biodegradable [Beranova y otros, 2000] y las formas con alto peso molecular tienden a acumularse en los tejidos
[Bendele y otros, 1998; Convers y otros 1997]. Se ha descubierto que las proteinas PEGladas generan anticuerpos
PEG que pueden también influenciar el tiempo de residencia del conjugado en la circulaciéon sanguinea [Cheng y
otros, 1999]. A pesar de la historia establecida del PEG como un polimero administrado parenteralmente conjugado
a las terapéuticas, se requerira una mejor comprension de su inmunotoxicologia, farmacologia y metabolismo
[Hunter y Moghimi, 2002]. De igual modo hay preocupacion sobre la utilidad del PG en agentes terapéuticos que
pueden requerir altas dosificaciones, ya que la acumulacién de PEG puede llevar a la toxicidad. El acido polisialico
alfa-2,8 enlazado por lo tanto ofrece una alternativa atractiva al PEG, siendo un polimero biodegradable
inmunolégicamente invisible que es parte natural del cuerpo humano, y que se degrada, por las neuraminidasas del
tejido, a acido sialico, un sacarido ni toxico. Sin embargo, el PSA bruto se contamina con altos niveles de endotoxina
lo que limita su utilidad terapéutica.

[0004] Nuestro grupo ha descrito, en ensayos anteriores y en patentes concedidas, la purificacion y el
fraccionamiento del PSA y su utilidad para mejorar las propiedades farmacocinéticas de proteinas terapéuticas
[Gregoriadis, 2006, Jain y otros, 2004; US-A-05846.951; WO-A-0187922]. Ahora describimos la preparaciéon de
PSAs purificados con contenido reducido de endotoxina que pueden ser usados para producir proteinas
derivatizadas del PSA, y otros agentes terapéuticos. Estos nuevos materiales y métodos son particularmente
adecuados para la produccion de agentes terapéuticos derivatizados del PSA destinados para su uso en humanos y
animales, en los que la definicion quimica y molecular de las entidades del farmaco es de la mayor importancia
debido a las éticas médicas y los requisitos de seguridad de las autoridades reguladoras como la FDA y la EMEA.
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[0005] La endotoxina (que es un lipopolisacéarido) fue primero definida por Richard Pfeiffer en 1892 como una
sustancia toxica estable al calor liberada por la ruptura de cubiertas microbianas. La respuesta inflamatoria en el
huésped infectado resulta en la produccion de toxicidad lo que parece estar adaptado dptimamente para la limpieza
de la mayoria de las infecciones locales. Sin embargo, también puede tener lugar una respuesta inflamatoria que
lleva a un shock séptico y la muerte cuando hay una distribucion sistémica de las infecciones severas.

[0006] Este lipopolisacarido (LPS) se utiliza en la mayoria de los pasos que tienen lugar durante la presentacion de
la endotoxina a las células mieloides del sistema inmune y la produccion de las citocinas inflamatorias. El
componente mas potente del LPS es el lipido A y se ha convertido en sindnimo de la endotoxina. También se hace
referencia como endotoxina a los mediadores inflamatorios de las bacterias como el peptidoglicano, la fraccion
diacilglicerilcisteina de las lipoproteinas bacterianas, y las firmas de acidos nucleicos bacterianos. Recientemente, se
ha descubierto que el receptor tipo Toll (TLR4) es el transductor de sefial inflamatorio del lipido A. Ademas, se han
identificado los transductores de sefiales para diferentes mediadores inflamatorios. La estructura de la endotoxina es
importante ya que su elucidacion facilita un entendimiento de cémo puede ser retirada.

[0007] EI LPS esta formado de tres partes: la region del lipido hidrofébico, proximal, que ancla el LPS a las valvas
exteriores del OM, la distal, repeticiones del O-antigeno hidrofilico, que se extiende en el medio acuoso, y el nucleo
oligosacarido interconectando. El O-antigeno y los azucares fundamentales aunque no son esenciales para la
supervivencia, proporcionan resistencia bacteriana contra varios agentes antimicrobianos incluyendo detergentes y
el complejo de ataque de la membrana del complemento sérico.

[0008] Las células del tipo salvaje que producen el O-antigeno debido a su colonia brillante son conocidas como
“suaves” y las que no tienen el O-antigeno son conocidas como “rugosas”. A las moléculas que contienen el
polisacérido O-antigeno se hace referencia habitualmente como LPS y las moléculas que carecen del O-antigeno,
como en la Neisseria, son denominadas lipooligosacaridos o LOS. Como el Lipido A es esencial para la
supervivencia y también es un potente mediador inflamatorio, es conocido un objetivo para el desarrollo de
antibiéticos y agentes antiinflamatorios.

[0009] Muchos mediadores inflamatorios, ademas del LPS, pueden ser considerados como endotoxinas,
incluyendo el peptidoglicano, la fraccion glicerilcisteina diacil de lipoproteinas bacterianas, las firmas del acido
nucleico bacteriano y las endotoxinas inactivas (producidas por cepas mutantes de endotoxina).

[0010] La estructura del lipido A modificada ha sido usada para desarrollar nuevos antagonistas de endotoxina y
adyuvantes inmunes [Christ y otros, 1995]. La determinacion de los detalles bioquimicos de la estructura y la funcién
del lipido A ayuda a entender su papel en la patogénesis bacteriana y para intervenir con tratamientos nuevos para
la infeccién [Bishop 2005].

[0011] Los métodos han sido desarrollados para reducir el contenido de endotoxina de los fluidos. La
WO87/075361, por ejemplo, describe la retirada de la endotoxina de fluidos que contienen endotoxina, como la
sangre, usando polimixina B inmovilizada en un apoyo de fase sdlida.

[0012] La US 6.942.802 B2 describe métodos para la retirada de la endotoxina bacteriana de una solucion proteica
para recuperar la proteina. En esta patente, se usa la cromatografia de afinidad con el metal inmovilizado.

[0013] La US 6.713.611 B2 se refiere a un método de retirada de una endotoxina de una soluciéon que contiene
proteinas basicas. El método comprende afiadir un surfactante a la solucién y cargar la solucion resultante en una
columna de intercambio de cationes con la recuperacién posterior de la proteina basica de la columna.

[0014] La US 6.617.443 describe un método para retirar endotoxinas de un material del que se recuperan los
acidos nucleicos. Las endotoxinas son retiradas preincubando los acidos nucleicos en una solucion de detergente
libre de sales y la posterior cromatografia de intercambio de aniones en un intercambiador de aniones de tentaculo.

[0015] La US 5.169.535 describe un método para retirar endotoxina de una solucidon que contiene proteina y
endotoxina, donde el pH de la solucién es ajustado a pH 9 o menor (el punto isoeléctrico de la proteina) y la solucién
se pasa a través de una columna embalada con un quitosano granular reticulado. La endotoxina es absorbida y la
proteina pasa a través.

[0016] La US 5.917.022 describe un proceso para la retirada de endotoxina de un producto bioldgico como las
proteinas para uso terapéutico, fracciones de plasma sanguineo, y soluciones de albumina. Este método comprende
enlazar la endotoxina presente en el mencionado producto biolégico a una matriz hidrofilica reticulada hecha de un
copolimero de alil dextrano y N,N-metileno bisacrilamida, a la que la endotoxina se enlaza con algun grado de
especificidad. Este proceso esta en la clase del método de cromatografia de afinidad.

[0017] La US 7.109.322 revela un proceso para reducir o retirar endotoxinas de composiciones que contienen

sustancias activas terapéuticas, habitualmente acidos nucleicos, extraidos de fuentes naturales por ingenieria
genética y/o biotecnologia. Para ese propdésito, las composiciones que se recuperan del caldo de fermentacion, por
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ejemplo, son tratadas con materiales cromatograficos. Las fracciones de las fuentes naturales como el caldo de
fermentacion del E. coli obtenido son centrifugadas, lisadas usando 200 mM de NaOH, 1% de dodecil sulfato de
sodio, filtradas, después pasadas a través de una columna de intercambio de aniones a la que el acido nucleico
preferiblemente (en comparacion con la endotoxina) absorbe. El acido nucleico es eluido con un regulador de la
elucion y recuperado. En otro ejemplo un absorbente de afinidad de metal para la endotoxina se usa antes de la
columna de intercambio de aniones.

[0018] La invencion US 6.699.386 B2 proporciona un absorbente que tiene una alta capacidad para absorber
endotoxina selectivamente y un método para adsorber endotoxina de una solucién proteica. El adsorbente esta
compuesto de una sustancia basica pegada a un material base por medio de un agente reticulante.

[0019] La invencion US 6.774.102 describe material para el tratamiento sanguineo que tiene la capacidad de
retirar selectivamente endotoxina y citocina induciendo sustancias de la sangre o el plasma por adsorcion
extracorpdrea para el tratamiento del shock séptico terapéutico. También se proporcionan métodos y dispositivos
que usaban un adsorbente que tiene un oligopéptido polidisperso de la invencidn inmovilizado en un medio de apoyo
de estado sdlido para la retirada de la endotoxina de la sangre de un sujeto humano o animal.

[0020] También se han descrito métodos para la retirada de endotoxina de muestras de polisacaridos.

[0021] La US 5.589.591 revela un proceso para producir una composicion polisacarida sustancialmente libre de
endotoxina usando una técnica de separacién por tamafio, preferiblemente la ultrafiltracion. EI método es adecuado
para retirar endotoxina del manano, de la goma arébiga y del arabinogalactano recuperados de su origen vegetal.

[0022] La US 5.039.610 describe un proceso para la retirada de endotoxina de polisacaridos Gram-negativos como
el fosfato de polirribosilribitol. El polisacarido que contiene polvo derivado del caldo de fermentacion de la bacteria
Gram-negativa es solubilizado para proporcionar un i6n de conteo divalente para la endotoxina. El alcohol es
afadido incrementalmente para inducir la precipitacion del lipopolisacarido y el material resultante es mezclado con
una resina no iénica, un detergente y un agente quelante.

[0023] La WO98/32873 revela un proceso para separar endotoxinas de polisacaridos capsulares bacterianos, por
ejemplo un polisacarido capsular de la N. meningitidis, serogrupo C (ejemplo 2), que es un &cido polisidlico (polimero
del acido N-acetilneuraminico). Los pasos principales de este proceso son mezclar la muestra con una solucién de
detergente, la precipitacion alcohdlica, y la filtracion.

[0024] Sin embargo, hasta la fecha, sigue siendo un reto reducir el contenido de endotoxina de una muestra de
acido polisialico a un nivel aceptable para su uso en productos farmacéuticos. El polisacarido de los caldos de
fermentacion tiene un contenido aniénico y un peso molecular muy similar al de la endotoxina. EL compuesto natural
también es un lipopolisacarido. Por estas razones la mayoria de las técnicas de purificacion resultan en alguna
copurificacién del PSA y de la endotoxina. La presente invencidn supera estos problemas.

[0025] De acuerdo a un primer aspecto de la invencién, proporcionamos un proceso para reducir el contendido de
endotoxina de una muestra que contiene acido polisialico y endotoxina que comprende los pasos secuenciales de:

(i) Afadir a la muestra una base que tiene un pKa de al menos 12 para formar una solucién basica que tiene
un pH de al menos 12, incubar la solucién durante un tiempo a una temperatura; y después
(i) recuperar el acido polisialico que tiene un contenido de endotoxina reducido de la solucién.

[0026] En una realizacién la recuperacion del PSA de la solucion incluye los pasos de:

(iii) pasar la solucion tratada con base a través de una columna de intercambio de aniones por lo que el acido
polisialico es absorbido en la resina de intercambio de iones.

(iv) lavar la columna con un regulador de lavado, por lo que el acido polisialico permanece absorbido en la
resina de intercambio de iones; y

(v) eluir el acido polisialico de la columna usando un regulador de elucion para proporcionar una solucion de
producto de acido polisialico que tiene un contenido de endotoxina reducido. Se cree que al menos alguno de
los productos de endotoxina tratados con base pasan a través de la columna de intercambio de iones en el
volumen de vacio.

[0027] En otra realizacion el paso de recuperacion (ii) implica un paso de tratamiento de retirada de sal, es decir
basado en cromatografia de exclusiéon por tamafio por lo que los materiales de mayor peso molecular, como los
polisacaridos son recuperados libres de sales. La invencién es de particular utilidad para el tratamiento de caldos de
fermentacion microbianos.

[0028] La solucién que contiene el acido polisialico y la endotoxina que esta sujeta al tratamiento base del proceso

de la invencién es preferiblemente el caldo de fermentacion, habitualmente el sobrenadante tras la centrifugacion, o
el producto de pasos de tratamiento preliminares para la retirada de contaminantes no deseados como los
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nutrientes, los lipidos, las proteinas y el acido nucleico. La muestra puede, sin embargo, contener proteinas que no
son deseadas en el producto final ya que se espera que sean degradadas por la base y los productos de la
degradacion retirados facilmente durante los pasos de recuperacion del PSA.

[0029] Este proceso resulta en muestras de PSA que tienen contenido de endotoxina reducido y que son
adecuadas para el uso en la preparacién de productos farmacéuticos. Sorprendentemente, para la persona experta,
el uso de la base fuerte no resulta en la degradacion (del peso molecular) o la desacetilacion del PSA. La persona
experta habra evitado el contacto del PSA con una base fuerte como el NaOH donde la desacetilacion se debe
evitar, ver por ejemplo Moe y otros. Hemos mostrado, sin embargo, que incubando con la base seguido de la
recuperacion del PSA por ejemplo por elucidon en una columna de intercambio de aniones es un método
particularmente efectivo para reducir el contenido de endotoxina del PSA, mientras que no lleva a la modificacion
quimica (desacetilacion, por ejemplo), ni a la reduccion del peso molecular.

[0030] De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona una muestra de material del PSA que
tiene contenido de endotoxina reducido obtenible por el proceso anterior.

[0031] EIl contenido de endotoxina debe ser reducido a un nivel farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, el
contenido de endotoxina de la muestra, tras el proceso de la invencién, es menor de 25 EU/mg de material de PSA.
Por lo tanto, un tercer aspecto de la invencién proporciona una muestra de PSA que comprende un contenido de
endotoxina de 25 EU/mg de material de PSA, o menos, medido usando la prueba LAL. Preferiblemente, el contenido
de endotoxina esta en el intervalo de 0,05-25 EU/mg de material de PSA. La presente invencién proporciona
muestras del mismo PSA y del conjugado de PSA (por ejemplo molécula bioldgica, o conjugado de sistema de
administracion de farmaco) (en adelante referido como material del PSA) que tiene un bajo contenido de endotoxina.

[0032] EI proceso de la invencién es llevado a cabo bajo condiciones que proporcionan rendimientos utiles de
PSA. Es posible evitar la contaminacion del PSA con ligandos de afinidad como la polimixina B, o policationes como
la poli-D-lisina, que son comunmente usadas en adsorbentes de afinidad disefiados para retirar la endotoxina ya sea
omitiendo el uso de tales materiales completamente o usandolos bajo condiciones en las que no tiene lugar una
degradacion de la matriz (bajo lo que no se puede optimizar la retirada de endotoxina). Este PSA “purificado” puede
ser usado para derivatizar agentes terapéuticos, como las proteinas, y usado en el cuerpo humano sin riesgo de
toxicidad por endotoxina.

[0033] El nivel de endotoxina es medido usando la prueba LAL como se describe en la Farmacopea Europea 5.0,
Apéndice XIVC.

[0034] En el paso (i) del proceso, la muestra es afiadida a una base que tiene un pKa de al menso 12.Sin
restringirse por la teoria, se piensa que la base parte enlaces, probablemente enlaces de éster en la endotoxina,
volviéndola inactiva, y/o permitiendo la retirada de Iso productos de la reaccion. Para tener utilidad en el proceso de
esta invencion la base debe, por lo tanto, ser lo suficientemente fuerte para reaccionar e hidrolizar la endotoxina. Es
sorprendente que la concentracion de endotoxina es reducida sin destruir sustancialmente el acido polisialico, por
ejemplo desacetilando los grupos N-acetil o rompiendo las cadenas de acido polisialico.

[0035] Preferiblemente, la base tiene un pKa de la menos 13, mas preferiblemente al menos 14. La base
preferiblemente forma una solucién basica que tiene un pH de al menos 13, mas preferiblemente al menos 14. La
muestra es tipicamente incubada en la base en un regulador adecuado, por ejemplo regulador HEPES, o agua.

[0036] Las bases adecuadas para su uso en la presente invencion son NaOH, KOH, CA(OH), y LiOH,
Particularmente se prefiere el NaOH. El NaOH a una concentracién de 2N es adecuado.

[0037] EI paso (i) es llevado a cabo durante un tiempo que tipicamente varia de 5 minutos a 24 horas,
preferiblemente de 30 minutos a 5 horas. La temperatura esta tipicamente en el intervalo de 0° C o0 60° C y esta
preferiblemente de 2° C a 40° C. Mayores temperatura y/o tiempos mas largos pueden llevar a la degradacién no
deseada del mismo PSA.

[0038] En una realizacion de la invencidn, la incubacion en el paso (i) se lleva a cabo durante 2 horas a 20° C con
agitamiento constante. El paso (i) puede ser seguido inmediatamente por un paso adicional en el que la muestra es
neutralizada. La neutralizacion puede ser realizada, por ejemplo con HCI, para conseguir una pH de la solucién final
de alrededor de 7,4.

[0039] Un método adecuado que hace uso de la cromatografia de intercambio de iones en la que los pasos (iv) y
(v) se pueden basar se describe en nuestra Solicitud de Patente anterior WO2006/016161. Este método puede ser
adaptado para su uso en la presente invencién, donde no es necesario separar el PSA, en esta etapa, en fracciones
de diferente peso molecular medio. En ese método del estado de la técnica, el acido polisidlico es separado en
fracciones de diferente peso molecular medio. La soluciéon acuosa del PSA se pone en contacto con una resina de
intercambio de aniones en una columna por lo que el PSA se absorbe. El PSA es después sometido a una elucion
selectiva por reguladores de elucion acuosos, y el PSA es recuperado de las fracciones eluidas. La elucion selectiva
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implica lavar la resina en la columna con al menos un regulador de elucién. Si se usa mas de un regulador de
elucion, cada uno puede tener diferente fuerza ionica y/o pH, en el que el segundo y los siguientes reguladores
tienen mayor fuerza idnica y/o pH que los reguladores del paso inmediatamente anterior. El proceso de
fraccionamiento usando el intercambio de iones lleva a una pequefia reduccién en el contenido de endotoxina.

[0040] En las realizaciones preferidas del proceso de esta invencion, la muestra se pasa a través de una columna
de intercambio de aniones tras haber sido tratada con la base. La muestra puede necesitar ser preparada antes de
ser cargada en la columna, por ejemplo, puede necesitar ser eluida. Al menos algunas de las endotoxinas pasaran a
través de la columna y se prefiere que el regulador de carga sea seleccionado de tal forma que el PSA sea
completamente adsorbido y al menso alguna endotoxina no sea adsorbida. Mas adelante se describen ejemplos de
reguladores de carga.

[0041] EI paso (iv) del método es un paso de lavado, en el que se lava un regulador de eluciéon de baja
concentracion iénica a través de la columna. Por ejemplo se puede llevar a cabo tal paso de lavado inicial con un
regulador que tiene una concentracién de sal de 100 mM o menos. Tipicamente el regulador de lavado comprende
trietanolamina y tiene un pH de alrededor de 7,4. Este paso inicial puede lavar los contaminantes de bajo peso
molecular. El paso de lavado puede implicar un volumen de al menos 1, preferiblemente 1,5 volimenes de columna,
en base al volumen de la columna de resina de intercambio de iones. Durante este paso, sustancialmente todo el
acido polisialico permanece en la resina de intercambio de iones. Se puede realizar mas de un paso de lavado. El
segundo regulador de lavado puede ser idéntico al primero, o alternativamente, comprender un alcohol y/o un
surfactante. Ejemplos adecuados de surfactantes son los no iénicos como el PEG, Tween 20 y 80 y el Triton. Los
pasos de lavado pueden retirar endotoxina adicional de la columna.

[0042] Se debe sefialar que una columna de resina de intercambio de aniones puede tener un diametro de la
seccion transversal que es mayor que la altura o puede, como en una columna convencional, tener una altura que es
mayor que el diametro de la seccion transversal. El volumen puede estar en el rango de 1 a 5000 ml. La altura de la
columna puede estar en el intervalo de 1 cm a 5000 cm?. La seccidn transversal puede ser de cualquier forma pero
preferiblemente es redonda.

[0043] Tras el paso de lavado de la resina de intercambio de aniones, el PSA es eluido usando un regulador de
elucion. El regulador de elucion usado en el paso (v) generalmente tiene una fuerza iénica relativamente mas grande
que el regulador de lavado, para retirar el PSA de la columna. Tipicamente, el regulador de elucion comprende NaCl
a una concentracion de al menos 04M.

[0044] Hemos descubierto que se prefiere para el paso de elucion de la realizacion preferida usar al menos 1,0,
preferiblemente al menos 1,25 y mas preferiblemente al menos 1,5 volimenes de columna del regulador de elucion
respectivo. Preferiblemente no se usan mas de 3 volimenes de regulador de elucién. El caudal para una matriz de
75 ml es preferiblemente de 7 ml/minuto.

[0045] La realizacién preferida del proceso puede comprender mas de uno, por ejemplo al menos 5, por ejemplo
tantos como 20 o, generalmente en el intervalo de 6 a 12, pasos secuenciales de elucidén con reguladores de elucion
de fuerza idnica sucesivamente cada vez mayor. La fuerza iénica en el primero de estos pasos esenciales esta
generalmente en el intervalo de 1 mM a 1 M. DE esta manera, el acido polisialico eluido puede ser fraccionado en
muestras que tienen diferente peso molecular medio.

[0046] Preferiblemente la fuerza idnica de un regulador de eluciéon varia variando el nivel de una sal de un acido
mineral fuerte y una base mineral fuerte, preferiblemente el cloruro de sodio.

[0047] Después de que el paso (v) ha sido realizado, y la solucién de producto obtenida, los pasos (i) y (i) a (v)
pueden ser repetidos. Preferiblemente se repiten los pasos (iii)-(v).

[0048] EI PSA puede ser tratado adicionalmente. Pasos posteriores pueden incluir purificacion adicional y/o pasos
de concentracion. Con respecto a los pasos adicionales, estos generalmente implican pasos en los que el
polisacarido es aislado de cualquier sal, por ejemplo usando membranas, por ejemplo membranas de ultra-filtracion.
Tales pasos pueden adicionalmente permitir que la concentracién de PSAs forme soluciones mas concentradas.
Tales soluciones pueden estar sujetas a pasos adicionales de tratamiento de membrana, por ejemplo ultra-filtracion
sucesiva u otros pasos de filtracion.

[0049] El regulador de elucion de intercambio de aniones puede contener un acido o base volatil y en este caso los
pasos adicionales pueden implicar la volatilizacién del base volatil de las fracciones eluidas. A pesar de que es
posible recuperar el PSA de las soluciones acuosas por técnicas de precipitacion, por ejemplo involucrando no
solventes para los PSAs, se prefiere que no se utilicen tales solventes, ya que esto puede hacer el aislamiento final
de los solventes respectivos mas dificil. Consecuentemente el paso final de recuperacién implica preferiblemente la
evaporacion del agua y, preferiblemente, cualquier componente regulador volatil restante que permanezca de los
pasos de elucién. En un caso preferido en donde esta presente la trietanolamina, el cation de trietanolamina y el
anion de acetato son volatiles y pueden ser retirados facilmente al vacio.
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[0050] EI PSA puede ser finalmente aislado de la solucion por secado, preferiblemente bajo presién reducida. Esto
es realizado preferiblemente por secado por congelacion.

[0051] La precipitacién, usando preferiblemente un no solvente, puede ser llevada a cabo como un paso preliminar
para el fraccionamiento para retirar una parte de la poblacion y disminuir la poli-dispersidad de las fracciones de
mayor peso molecular. Preferiblemente, se usa la precipitacion de etanol diferencial.

[0052] EI proceso puede comprende un paso adicional, ya sea antes del paso (i), entre los pasos (i) y (ii) o
después del paso (ii). Este puede implicar la cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC), la cromatografia de
afinidad, como la cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) o la cromatografia de exclusiéon por
tamanio.

[0053] Una columna HIC adecuada es una en la que la endotoxina es adsorbida pero que no adsorbe el PSA,
como el Fenilo FF. El regulador de carga es tipicamente sulfato de amonio, cloruro sédico, etc. en agua desionizada,
0 agua desionizada ajustada a un pH de 7,4.

[0054] EI HIC es llevado a cabo preferiblemente antes del paso (i). De hecho, se cree que esta es la primera
divulgacion del uso del HIC para la retirada de endotoxina de una muestra de PSA. Es sorprendente que el HIC
pueda ser usado para la retirada de la endotoxina sin la co-eliminacion del acido polisialico como el recuperado de
un caldo de fermentacion, es decir, en la forma de un lipopolisacarido, o viceversa, por ejemplo donde el material del
PSA es conjugado para hacerlo mas hidrofébico que la endotoxina. Por la seleccidon apropiada de la columna y de
las condiciones la endotoxina sera adsorbida a la columna mientras que el material del PSA pasa a través o
viceversa, ya sea en la columna de vacio (con regulador de carga) o por la elucién con un regulador de elucion
adecuado. De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién proporcionamos por lo tanto un nuevo proceso para
la reduccion del contenido de endotoxina de una muestra que contiene acido polisialico y endotoxina comprendiendo
pasar la muestra a través de una columna de interaccion hidrofébica a la que se adsorbe la endotoxina, por donde
pasa el PSA a través de la columna y es recogido para proporcionar una solucién de producto de acido polisidlico
que tiene un contenido reducido de endotoxina. De acuerdo a todavia otro aspecto adicional de la invencién
proporcionamos un nuevo proceso para reducir el contenido de endotoxina de una muestra que contiene acido
polisialico y endotoxina que comprende pasar al muestra a través de una columna de interaccion hidrofébica a la que
se adsorbe el material del PSA, por donde pasa la endotoxina a través de la columna y el material del PSA es
adsorbido, y después el material del PSA es eluido y recogido para proporcionar una solucién de acido polisidlico
que tiene un contenido de endotoxina reducido. Se prefiere el uso de una columna de fenilo, ya que enlaza a la
endotoxina mientras permite que el PSA pase a través de la columna. En la primera realizacion, tras el paso del
volumen de vacio que contiene la endotoxina, la columna puede ser lavada con un regulador de lavado y fracciones
de lavado recogidas, que pueden también comprender PSA. La segunda realizacion es de particular utilidad para
purificar conjugados de PSA con proteinas, como las proteinas relativamente hidrofébicas.

[0055] Los medios de filtracion por afinidad pueden ser usados en el proceso de la presente invencion
habitualmente tras el paso (ii). Se seleccionan las matrices de afinidad que especificamente atrapan endotoxina. Las
condiciones se seleccionan de tal forma que el PSA no es adsorbido cuando se carga la solucion. A menudo se
prefiere evitar el uso de cromatografia de afinidad especifica de la endotoxina, para evitar la contaminacion por
productos de la degradacion de la matriz. Preferiblemente, donde se incluye cualquiera de dichos procesos, las
condiciones se seleccionan para evitar dicha degradacion. A pesar de que tales condiciones pueden ser
seleccionadas a costa de la optimizacion de la eliminaciéon de endotoxina, cuando se combinan con los pasos
esenciales del proceso de la invencion en un proceso multipaso el nivel de endotoxina puede ser reducido a niveles
aceptables.

[0056] En una realizacién de la presente invencion, se usa una matriz de afinidad que comprende un agente
enlazante de la endotoxina inmovilizado para purificar la muestra del PSA. Un agente decuado es un gel de
polimixina B, en particular Detoxi-Gel™.

[0057] EI gel eliminador de endotoxina Detoxi-Gel™ usa polimixina B inmovilizada para enlazar y eliminar
pirégenos de la solucion. Las polimixinas son una familia de antibiéticos que contienen un ciclopéptido catiénico con
una cadena de acido graso. La polimixina B neutraliza la actividad biolégica de las endotoxinas enlazandose a la
porcion del lipido A del lipopolisacarido bacteriano. Los estudios realizados por Kugler y otros (1985) indican que la
polimixina B inmovilizada inactiva algunas, pero no todas, las endotoxinas.

[0058] El gel de polimixina B inmovilizada es una matriz de afinidad estable que resiste la lixivacion del ligando en
la preparacion valiosa. El hacer uso de un apoyo de afinidad permite la limpieza facil de reguladores, medios de
cultivo celular, soluciones que contienen macromoléculas como las proteinas, y componentes farmacolégicamente
importantes. El Gel eliminador de Endotoxina Detoxi-Gel™ también ha sido usado para eliminar endotoxina de
muestras acido nucleico (ADN) (Wicks y otros, 1995).

[0059] Tipicamente, antes de que se use un gel de polimixina B, tiene que ser primero desgasificado. Los geles
pueden ser regenerados por lavado, tipicamente con un detergente, por ejemplo desoxicolato de sodio, seguido por
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un lavado para retirar el detergente. Un agente adecuado para lavar el gel es el agua libre de pirégenos. Una vez
generado, el gel es aplicado a la columna y se afiaden el regulador, o agua, libre de pirégenos. El tiempo de
incubacién de la columna es tipicamente una hora. Una vez que la muestra ha sido recogida, es tipicamente,
liofilizada para evitar la contaminacion bacteriana.

[0060] Una columna Cellufine™ es otro tipo de columna de cromatografia por afinidad, que puede ser usada para
reducir el contenido de endotoxina de la muestra de PSA. Dicha columna esta tipicamente equilibrada con de 2-8,
por ejemplo 5 volumenes de columna de regulador libre de endotoxina, por ejemplo el regulador HEPES (pH 7,4). El
HEPES puede también ser usado como regulador de carga. La Cellufine es un material particularmente adecuado
para el uso ya que tiene un enlazante no especifico bajo del PSA.

[0061] Otras columnas de cromatografia por afinidad selectivas de endotoxina comercialmente disponibles son las
columnas EndoTrap. Una columna EndoTrap Red™ puede ser también usada para reducir el contenido de
endotoxina de la muestra PSA. Dicha columna esta tipicamente equilibrada con de 5-10, por ejemplo 5 volimenes
de columna de regulador libre de endotoxina, por ejemplo con Regeneration Buffer Red™ y 20mM de regulador
HEPES (pH 7,4) o con agua desionizada (pH 7,4). EI HEPES o el agua desionizada (pH 7,4) pueden ser usadas
también como el regulador de carga.

[0062] Se puede usar también una columna EndoTRap Blue™ para reducir el contenido de endotoxina de la
muestra de PSA. Dicha columna esta tipicamente equilibrada con de 5-10, por ejemplo 5 volimenes de columna de
agua desionizada (pH 7,4), suplementada con 50-100 pyM 2,

[0063] En el proceso de acuerdo al primer aspecto de la invencion, la muestra puede ser sometida a medios de
purificacion adicionales. Por ejemplo, la muestra puede ser sometida a uno o mas pasos preliminares de incubacion
con un surfactante, un agente quelante, una base, un solvente organico, un oxidante o una peroxidasa, antes del
paso (i), entre los pasos (i) y (ii) o tras el paso (ii).

[0064] Preferiblemente, el surfactante es un surfactante anidnico, por ejemplo, dodecil sulfato de sodio (SDS).
Alternativamente, el surfactante puede ser 0,5% Triton X 114 o 1% Triton X 100 6 114. Alternativamente se pueden
usar surfactantes catioénicos, por ejemplo compuestos activos de superficie bactericidamente efectivos como el
cetiltrimetilamonio, bromuro. Un tiempo de incubacién adecuado es 1 hora. Las temperaturas en el intervalo de 0-50°
C son adecuadas, a pesar de que se prefiere 35-37° C.

[0065] En donde se usa un surfactante no iénico la solucidon se carga en una columna de intercambio de aniones
para la eliminacién de los surfactantes no iénicos. Aqui, se puede usar el regulador 20mM TEA.

[0066] En una realizacion de la presente invencion, la muestra de PSA se incuba con un 1% de SDS/ 2N NaOH en
regulador HEPES durante 1 hora, y después la solucion es cargada en una columna para remover la sal y el
surfactante aniénico, por ejemplo, una columna GPC, y fraccionada con un regulador adecuado, tipicamente con
regulador HEPES. Se puede usar una columna pd10 Sephadex 25.

[0067] Alternativamente, se pueden usar también otros surfactantes no iénicos que tienen diferentes puntos de
enturbamiento al del Triton, como el Tween 20 y el Tween 80, para reducir el contenido de endotoxina de la muestra
de PSA. La muestra de PSA se incuba en 0,1% de Tween 80 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después
la solucién se carga en una columna de intercambio de aniones con un regulador adecuado e agua desionizada (pH
7,4) para la eliminacién de los surfactantes. La columna se lava extensivamente con agua y regulador (pH 7,4) para
eliminar el surfactante.

[0068] En realizaciones el proceso incluye un paso de oxidacion. Este paso se pretende que oxide la unidad final de
acido polisialico para volverlo reactivo, por ejemplo con proteinas o péptidos. Simultaneamente puede llevar a una
reduccion en el contenido de endotoxina y por lo tanto ser un paso Util para conseguir el objetivo general de
reduccion de endotoxina. Los oxidantes adecuados son el peryodato de sodio, superdxido, hipoclorito y la
peroxidasa.

[0069] EI proceso de la invencion puede comprender el uso de la extraccion de fase, la precipitacion por diafiltracion
y/o el uso de calor seco antes del paso (i) o tras el paso (ii). Cuando se usa el calor seco, tipicamente la muestra de
PSA se calienta en un frasco a una temperatura en el intervalo de 100-200° C, mas preferiblemente alrededor de
150° C durante 1-6 horas, tipicamente alrededor de 4 horas. Estas condiciones no desactivan o degradan el PSA.

[0070] La diafiltracion puede ser usada posteriormente a la incubacién de la muestra del PSA con un surfactante, o
alternativamente, usada independientemente del tratamiento con surfactante. El filtro debe ser lo suficientemente
pequefio para mantener al menos el PSA de mayor peso molecular mientras que permite que la endotoxina pase a
través. Un aparato tipico de ultrafiltracion con un cierre de 5 kDa para proteinas globulares tiene poros lo
suficientemente grandes para permitir el paso de la endotoxina (-10.000 Da) mientras mantiene los PSAs de -20.000
y mas altos. Un paso de diafiltracion es usado preferiblemente tras el tratamiento basico, por ejemplo como parte del
paso de recuperacion (ii).
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[0071] El proceso de la presente invencion proporciona al PSA con un contenido reducido de endotoxina a niveles
farmacéuticamente aceptables, para el uso en humanos y veterinario. Idealmente, el contenido de endotoxina del
PSA de producto es menor de 25 EU/mg PSA. Preferiblemente, el contenido de endotoxina del PSA esta en el
intervalo de 0,05-25 EU/mg.

[0072] La presente invencion puede ser de utilidad para producir conjugados de PSA que tienen un contenido bajo
de endotoxina. En un conjugado de PSA preferiblemente la fraccion conjugada es preferiblemente una molécula
biolégica, mas preferiblemente una proteina. Los conjugados proteicos de PSA pueden ser producidos por una
variedad de métodos, en particular ver nuestras Solicitudes de Patente anteriores WO-A-0187922 y W0092/22331.
El proceso de acuerdo al primer aspecto de la invenciéon es generalmente inadecuado para los conjugados de
moléculas biolégicas de PSA ya que la base tipicamente dafa la fraccion bioldgica, es decir cualquier conjugacion
no llevada a cabo antes del paso (i). En un cuarto aspecto de la invencién se proporciona un proceso que
comprende los pasos secuenciales de:

(v) la mezcla de endotoxina - conjugado de PSA se pone en contacto con un surfactante no iénico durante un

tiempo predeterminado a una temperatura predeterminada;

(vi) la muestra tratada con surfactante se pasa a través de una columna de intercambio de aniones mediante

la cual el conjugado de PSA es adsorbido en la columna

(vii) el conjugado de PSA es eluido de la columna usando un regulador de elucién para producir una solucion

de conjugado de PSA que tiene un contenido reducido de endotoxina.

[0073] Ejemplos de surfactantes no iénicos para ser usados en este aspecto son por ejemplo los compuestos
PEG, sorbitan momooelato Tween 20/80 o un miembro de la serie Triton. De nuevo, sin desear restringirse por la
teoria, se cree que el surfactante reduce los niveles de endotoxina interrumpiendo la formacién de micela de la
endotoxina, o disolviendo la endotoxina.

[0074] EIl producto del cuarto o del primer aspecto de la invencion puede ser una composicién farmacéutica, en
cuyo caso, el contenido de endotoxina debe ser lo suficientemente bajo par evitar efectos secundarios tdéxicos
cuando la composicion se administra a un humano o a un animal. La composicidon puede ser una composicion
farmacéutica humana o veterinaria.

[0075] Tipicamente, las muestras de PSA, antes de la purificacion, es decir, el material de partida del paso (i) del
primer aspecto y el paso (v) del cuarto aspecto tiene un contenido de endotoxina en el intervalo de 1000-200.000
EU/mg. Para ser farmacéuticamente aceptable, el contenido final de endotoxina de la muestra no debe ser mayor de
25 EU/mg. El contenido de endotoxina permisible depende del uso pretendido del PSA. Si el PSA se va a usar para
derivatizar una proteina que se va a usar como un medicamento, el contenido de endotoxina permisible varia con la
dosis de proteina que se va a usar como un medicamento — dosis mas altas requieren tipicamente una eliminacién
mas rigurosa de la endotoxina.

[0076] Para los conjugados de proteina de PSA usados en composiciones farmacéuticas con una dosis humana
(veterinaria) de 10-500 mg, el contenido de endotoxina no debe ser mayor de 0,5 EU/mg, y preferiblemente esta en
el intervalo de 0,05-0,5 EU/mg. Para conjugados de proteina de PSA con una dosis humana de 1-10 mg, el
contenido de endotoxina no debe ser mayor de 5 EU/mg, y esta preferiblemente en el intervalo de 0,5-5 EU/mg. Par
conjugados de proteina con una dosis humana de hasta 1000 ug, el contenido de endotoxina no debe ser mayor de
25 EU/mg, y esta preferiblemente en el intervalo de 5 a 25 EU/mg.

[0077] En la invencion la muestra que contiene endotoxina y el PSA esta convenientemente en un caldo de
fermentaciéon. El caldo de fermentacién puede ser producido recombinantemente o ser un caldo microbiano
productor de PSA de origen natural, un producto de la hidrélisis de los mismos o un derivado fraccionado de
cualquiera de ellos. Los microbios pueden ser E coli K1, Neisseria meningitidis, o Moraxella liquefaciens.
Tipicamente, el proceso de acuerdo al primer aspecto de la invenciéon comprende un paso preliminar en el que los
microbios se fermentan para producir un caldo de fermentaciéon. EI PSA puede ser un poli(2,8-enlazado acido
sialico), poli(2,9-enlazado acido sialico) o un PSA alternando 2,8-2,9 enlazado. Preferiblemente, el PSA es acido
colominico (CA) o un derivado, oxidado, reducido, aminado y/o hidrazina de los mismos.

[0078] EI PSA tipicamente tiene al menos 2, preferiblemente al menos 5, mas preferiblemente al menos 10, por
ejemplo al menos 50 unidades sacéridas. Tipicamente, los PSAs de mas utilidad tienen un peso molecular medio de
hasta 100 kDA.

[0079] EI PSA se puede derivar de cualquier fuente, preferiblemente una fuente natural como una fuente bacteriana,
por ejemplo E. coli K1 o0 K92, meningococci grupo B, o incluso leche de vaca o N-CAM. El polimero de acido sialico
puede ser también un polimero heteropolimérico como el grupo 135 o el grupo V de la N. meningitidis, o puede ser
sintetizado por ejemplo, enzimaticamente. EI PSA puede ser un copolimero de bloque, como un conjugado o un
homo poli(acido sialico) con un bloque de otro polimero de origen natural o polimero sintético. EI PSA puede estar en
la forma de una sal o de acido libre. Puede estar en forma hidrolizada, de tal forma que el peso molecular ha sido
reducido después de la recuperacion de una fuente bacteriana. El PSA en el material departida para un proceso de
la invencién puede ser material que tiene una amplia extension de pesos moleculares tales como tener una
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polidispersidad de mas de 1,3, por ejemplo tanto como 2 o mas. Preferiblemente la polidispersidad del peso
molecular es menor de 1,2, mas preferiblemente menos de 1,1, por ejemplo tan baja como 1,01.

[0080] La derivatizacién de proteinas y sistemas de administracion de farmacos con el PSA purificado puede
resultar en una vida media aumentada, estabilidad mejorada, inmunogenicidad mejorada y/o control de la solubilidad
y por lo tanto biodisponibilidad y propiedades farmacocinéticas, o puede mejorar los activos de solubilidad o la
viscosidad de soluciones que contienen el activo derivatizado.

[0081] Preferiblemente los PSAs del producto final de los aspectos del proceso de la invencién y de los nuevos
productos tienen 2-1000 unidades de acido sialico, por ejemplo 10-500, mas preferiblemente de 10 a 50 unidades de
acido sialico. Preferiblemente, la polidispersidad del PSA sera menor de 2, idealmente menor de 1,2, e idealmente
en el intervalo de 1,01 a 1,10.

[0082] Los métodos de purificacion usados en la presente invencion reducen ventajosamente la polidispersidad del
PSA, ademas de reducir el contenido de endotoxina.

[0083] El contenido de endotoxina de una muestra de PSA se reduce por el proceso de la invencién en al menos 5
veces, preferiblemente al menos 10 veces, mas preferiblemente al menos 100, 200, 500 veces y en algunas
realizaciones hasta 1000, 10.000, 100.000 o incluso 1 millén de veces. Preferiblemente el tratamiento base y la
recuperacion reduce el contenido de endotoxina al menos 5 veces. La reduccion total por los pasos preliminares y
los multiples pasos de recuperacién de PSA pueden llevar a una reduccion de al menos 10° veces. Generalmente la
combinacién de los pasos de recuperacion se selecciona de tal manera que la reduccion de endotoxina se maximiza
mientras que la recuperacion de PSA se maximiza por el uso de pasos que son complementarios entre si en
términos de eliminacion de la fraccion de endotoxina.

[0084] La seccion “Ensayo para Endotoxina” (prueba LAL) de los Ejemplos describe como se puede medir el
contenido de endotoxina.

Ejemplos

Ensayo par Endotoxina de Referencia

[0085] Para realizar el ensayo para endotoxina, se usé el Endofase-PTS (Sistema de Prueba Portatil) de Charles
River Laboratories. Este esta basado en el ensayo LAL (Lisato de Amebocitos de Limulus).

Funcionamiento del Instrumento

[0086] Toda la informacién requerida se introdujo en el lector. Una vez que toda la informacién de la prueba se
habia introducido el lector mostr6é “afiadir muestra; presionar enter’. Las muestras de PSA fueron preparadas, a
menos que se especifique lo contrario a 1 mg/ml en de regulador 20 mM TEA a pH 7,4. 25 pL de la muestra fueron
puestos en una pipeta en cuatro depdsitos de muestra y la tecla enter fue presionada en el lector. La bomba extrajo
las alicuotas de la muestra en el canal de prueba y los resultados se produjeron en 15-20 minutos. Cuando la
prueba estaba completa el instrumento mostré la medicidon de endotoxina y los criterios de aceptacion del ensayo en
la pantalla. El instrumento dio las siguientes especificaciones: Muestra EU/mL, muestra%CV, pico%CV y % de
recuperacion del pico.

Ejemplo 1 — Reduccién de Endotoxina Usando hidroxido de Sodio

[0087] Se prepard una soluciéon de 6 mg/ml de acido colominico contaminado con endotoxina (31 kDa no oxidado)
en 0,5M de regulador NaOH Hepes y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después 0,5 ml de
solucion se cargaron en una columna de desalacion de cromatografia de exclusion por tamafio y la fraccidn recogida
fue desechada. La columna fue después lavada con 2,5 ml de regulador HEPES vy la fraccion fue recogida seguido
por la recogida de otra fraccion de 2 ml con regulador HEPES. Las fracciones de la elucidén recogidas fueron
después analizadas par el contenido de acido colominico por andlisis de resorcinol. Las fracciones que contenian
acido colominico fueron después agrupadas y fueron analizadas para su contenido de endotoxina. Las muestras
fueron probadas para el grado de desacetilacion del PSA.

[0088] Hubo una reducciéon de 53 veces en el contenido de endotoxina usando NaOH y no hubo un grado
detectable de desacetilacion. Tampoco hay ninguna rotura del CA observada en la PAGINA usando NaOH y SDS.

Ejemplo 2 — Reduccion de endotoxina por intercambio de aniones tras la base
[0089] Se midi6 una muestra tomada directamente del fermentador E. coli K1 (1 mg/ml) en 20mM de regulador
TEA (pH 7,4) y se encontrdé que era de méas de 10° EU/mg. Después se afiadi6 NaOH a la solucion de PSA para

hacer la normalidad final de 2N NaOH en la solucién de muestra de PSA y después se incubé durante 2 horas a
temperatura ambiente con un mezclado suave. Se registro el pH de la solucion. La columna HiTrap QFF (1 ml) fue
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lavada con 10 volumenes de columna de agua desionizada (pH 7,4) y después se equilibré la columna usando 10
volumenes de columna de 20mM TEA. La conductividad de la soluciéon de la muestra fue medida y diluida
apropiadamente para igualar la conductividad de la solucidn del regulador. La soluciéon de la muestra fue después
cargada en QFF (1 ml de columna) a la tasa de 1 ml/min y el volumen de vacio (-1/3 del volumen de la columna) fue
recogido separadamente. La columna fue después lavada con 20 mM TEA y se recogi6é cada fraccion lavada de 1
ml. La muestra fue después eluida con 1M NaCl en 20mM TEA y se recogieron las fracciones. Se realizé el andlisis
de resorcinol de las muestras de la elucion para calcular la cantidad de acido colominico presente en las muestras y
se determind el contenido de endotoxina de las muestras de la elucién agrupadas que contenian acido colominico.
Se descubrié que el nivel de endotoxina del producto se habia reducido a 1407 EU/mg, es decir, mas de 71 veces.
La recuperacion del PSA fue del 91%.

[0090] EI tratamiento con la base y la recuperacién por intercambio de aniones se repitieron tomando el producto
anterior y se observo una reduccion adicional en el contenido de endotoxina, hasta menos de 300, es decir, una
reduccion adicional de 5 veces.

Ejemplo 3 — Reduccion en endotoxina por intercambio basico/aniones seguido por surfactante no iénico e
intercambio de aniones

[0092] Se tratd el producto de la solucion del acido colominico de un caldo de fermentacion diferente por la base
por el proceso del Ejemplo 2 y después fue tratado con TRiton X 114 de la siguiente manera, después con
intercambio de aniones.

[0093] Se prepar6é una solucién de 1% de Triton X 114 y fue afiadida a la solucion de PSA en la cantidad
apropiada para hacer la concentracion final de 0,5% de Triton X 114. La solucion se vuelve turbia a temperatura
ambiente (25° C). Para volver la solucion clara, se mantuvo en hielo durante 10-15 minutos. De nuevo la solucién se
mantuvo a temperatura ambiente durante 20 minutos para volverla turbia. La solucién turbia fue centrifugada y se
separaron dos capas: la capa superior que contenia el PSA y la capa inferior de Triton X 114 que contenia la
endotoxina. La capa superior fue mantenida para cargarla en la columna QFF. La columna HiTrap QFF se preparo,
se cargo, se lavé y se eluyé como en el Ejemplo 4.

[0094] En este caso el nivel de endotoxina se redujo de sobre 10° a alrededor de 4,4 x 10° EU/mg en el primer
paso del tratamiento bésico y 8,2 X 10? EU/mg adicionales tras el segundo paso del surfactante y el intercambio de
aniones.
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REIVINDICACIONES

1. El proceso para reducir el contenido de endotoxina de una muestra que contiene acido polisialico y endotoxina
que comprende los pasos secuenciales de:

(i) AAadir a la muestra una base que tiene un pKa de al menos 12 para formar una solucion béasica que tiene
un pH de al menos 12, incubar la solucién durante un tiempo a una temperatura; y
(ii) recuperar el acido polisialico que tiene un contenido de endotoxina reducido.

2. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 1 en donde la base tiene un PkA de al menos 13.

3. El proceso de acuerdo a la reivindicaciéon 1 6 2 en donde el pH de la mencionada solucién basica es de al menos
13.

4. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la base es NaOH, KOH, Ca(OH),
o LiOH.

5. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 4 en donde la base es 2N NaOH.

6. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el tiempo mencionada varia de 5
minutos a 24 horas y donde la mencionada temperatura esta en el intervalo de 0° a 60° C.

7. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el paso (ii) incluye los siguientes
subpasos secuenciales:

(iii) pasar la muestra a través de una columna de intercambio de aniones por lo que el acido polisialico es
adsorbido en la resina de intercambio de iones.

(iv) lavar la columna con un regulador de lavado, por lo que el acido polisialico permanece adsorbido en la
resina de intercambio de iones; y

(v) eluir el acido polisialico de la columna usando un regulador de elucion para proporcionar una solucion de
producto de acido polisialico que tiene un contenido de endotoxina reducido.

8. Un proceso de acuerdo a la reivindicaciéon 7, en donde la muestra, tras el paso (i), es neutralizada antes del paso
(ii).

9. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8, en donde en el paso (iv), la columna se lava en
un primer paso con un primer regulador de lavado de baja fuerza ionica para eluir la endotoxina de la columna y en
donde el regulador de elucién usado en el paso (v) tiene una fuerza iénica mas alta.

10. el proceso de acuerdo a la reivindicacion 9, en donde el mencionado regulador de lavado y/o el mencionado
regulador de elucion contiene una base volatil.

11. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde en el paso (iv) la columna se lava
mas de una vez.

12. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 11, que comprende lavar la columna con un segundo regulador de
lavado, que comprende NaCl a una concentracion de al menos 0,2 M.

13. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 en donde los pasos (i) y (iii) a (v) son repetidos
en la solucién del producto.

14. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende al menos un paso
adicional en el que el nivel de endotoxina del acido polisialico se reduce por la purificacion llevada a cabo ya sea
antes del paso (i), entre los pasos (i) y (ii) o tras el paso (ii) seleccionada de cromatografia de intercambio de iones,
cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia por afinidad, cromatografia por exclusién de tamafio o
combinaciones de las mismas.

15. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 14, en donde la cromatografia de interaccion hidrofdbica se lleva a
cabo antes del paso (i)

16. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la muestra de acido polisialico ya
sea antes del paso (i), entre los pasos (i) y (ii) o tras el paso (ii), se incuba con un surfactante, un gente quelante, un
solvente organico, un oxidante o una peroxidasa.

17. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un paso preliminar en el
que el E. coli se fermenta para producir un caldo de fermentaciéon que contiene el acido polisialico y la endotoxina,
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opcionalmente comprendiendo los pasos intermedios de retirar la proteina, el lipido, el acido nucleico y/o los
nutrientes, para formar la mencionada muestra.

18. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el contenido de endotoxina del
acido polisialico en la solucion del producto no es mas de 25 EU/mg de acido polisialico, medido por la prueba LAL.

19. El proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la muestra contiene conjugado
de acido polisialico-proteina y endotoxina.

20. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 19 en donde el contenido reducido de endotoxina no es mas de 5
EU/mg.

21. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 20 en donde el contenido reducido de endotoxina no es mas de 0,5
EU/mg.

22. El proceso para preparar un conjugado de molécula acido polisialico-bioldgica, que comprende reducir el
contenido de endotoxina de una muestra que contiene acido polisialico de acuerdo al proceso de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y conjugar el acido polisialico obtenido con la molécula biolégica.

23. El proceso de acuerdo a la reivindicacion 22, en donde la molécula biolégica es una proteina.
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