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DESCRIPCION
Método para la purificaciéon de a-1-antitripsina
La presente invencion se refiere a métodos para la purificacion de a-1-antitripsina.

La a-1-antitripsina (AAT), también conocida como inhibidor de a-1-proteasa, es un inhibidor de proteasa esencial
encontrado principalmente en la sangre. La AAT protege normalmente al tejido conectivo, tal como los tejidos
elasticos de los pulmones, de la degradaciéon por elastasa, una enzima liberada por neutréfilos en sitios de
inflamacion.

El enfisema hereditario es una enfermedad resultante de una deficiencia genética de AAT. El enfisema hereditario
puede afectar tanto a la estructura como a la funcién de los pulmones y puede conducir a enfisema crénico y muerte
prematura si se deja sin tratar. Se cree que la elastdlisis sin control es el mecanismo mediante el que el enfisema se
desarrolla en estos individuos, y por tanto la administracion intravenosa de AAT purificada es el tratamiento estandar
para la deficiencia de AAT. La fibrosis quistica es otra patologia en la que el desequilibrio crénico de elastasa y AAT
da como resultado el dafio de tejido. Se usa el tratamiento con AAT para contrarrestar este desequilibrio y evitar el
dafo de tejido.

Los intentos tempranos de purificar grandes cantidades de AAT a partir de plasma se centraron en el uso de
fracciones secundarias de procesos de fraccionamiento con etanol frio. El precipitado de la fraccion de Cohn V-1,
una fraccién de desecho en la fabricacién de albumina, ha sido el mas frecuentemente seleccionado.

El documento EP-A 0067293 describe un método de purificacién de AAT a partir de la fraccion de Cohn IV-1 en que
las proteinas del precipitado de la fraccién de Cohn IV-1 se desestabilizan por exposicion a agentes reductores que
rompen los enlaces disulfuro. Se precipitan entonces las proteinas desestabilizadas (precipitaciéon salina) usando
altas concentraciones salinas. Puesto que la AAT no estd estabilizada mediante puentes disulfuro, no se
desestabiliza por los agentes reductores y por lo tanto puede recuperarse del sobrenadante mediante cromatografia.

Los documentos US 4.379.087 y US 4.439.358 usaban métodos mas convencionales para aislar AAT a partir de la
fraccion de Cohn IV-1. En los métodos de estas patentes, se usa PEG para retirar las impurezas de alto peso
molecular y desnaturalizadas del material de partida mediante precipitaciéon. Esto es seguido de cromatografia de
intercambio anionico para reducir la albumina y otros contaminantes de menor peso molecular. Sin embargo, los
rendimientos eran extremadamente bajos con estos métodos.

El documento US 4.656.254 sugiere que los métodos de los documentos US 4.379.087 y US 4.439.358 podian
conseguir un rendimiento del recipiente final de solo 4 a 6% cuando se usaba plasma combinado. El documento US
4.656.254 da a conocer que pueden conseguirse rendimientos aumentados de hasta 500 veces aumentando el
volumen de la muestra de fraccion de Cohn IV-1 en 24 volumenes y aumentando el pH a entre pH 9-10 antes de
efectuar los métodos descritos en los documentos US 4.379.087 y US 4.439.358.

Se ha mostrado que otros métodos, tales como los del documento W0O2005/027821, consiguen un producto de
mayor pureza a partir de la fraccion de Cohn IV-1. El método del documento W02005/027821 usa una etapa de
precipitacion seguida de una cascada por etapas de cromatografia de intercambio anidnico, intercambio catiénico y
un segundo intercambio aniénico.

Se han reconocido las limitaciones de la fraccién de Cohn IV-1 como fuente de AAT y se han usado fracciones de
Cohn alternativas tales como sobrenadantes de la fraccion de Cohn Il y Il (también conocido como sobrenadante A
en el método de fraccionamiento de Cohn modificado descrito por Kistler y Nitschmann, 1962, Vox Sang, 7, pag. 414
a 424). Segun la bibliografia, el sobrenadante de la fracciéon de Cohn Il y Ill contiene 2 o 3 veces mas AAT activa que
la fracciéon de Cohn IV-1.

Puede prepararse sobrenadante A+1 como se muestra en la Figura 4. Sin embargo, purificar AAT a partir del
sobrenadante A+1 tiene sus propias desventajas en comparacion con usar la fraccién de Cohn IV-1. En primer lugar,
contiene enormes cantidades de albumina que deben retirarse de la corriente de procesamiento. En segundo lugar,
esta albumina es un producto esencial por si mismo y por tanto cualquier proceso comercialmente Util debe permitir
también la copurificacién de la albumina. Por tanto, solo deberian emplearse métodos que no destruyan la estructura
terciaria de la albumina. Para ser comercialmente util, cualquier método para la purificacion de AAT que use el
sobrenadante A+1 como material de partida debe poder proporcionar una producciéon econémica de albumina y AAT,
y potencialmente también otras proteinas plasmaticas de interés.

Los documentos. US 4.697.003 y EP-A 0282363 retiran el etanol del sobrenadante A mediante diafiltracion o
filtracién en gel. Sin embargo, la retirada del etanol del sobrenadante A mediante diafiltracion o filtracion en gel se
vuelve cara y consume mucho tiempo cuando se usan grandes volimenes de material de partida. Después de la
retirada del etanol, se someten tanto albimina como AAT a cromatografia de intercambio aniénico en la que tanto
AAT como albumina estan unidas a un soporte sélido. En el documento EP-A 0282363, se mejora la pureza de la
AAT eluyendo primero la albumina y aumentando entonces los niveles de acetato de sodio para eluir la AAT. En el
documento US 4.697.003, se eluye la AAT sin eluir primero la albumina. Los métodos tanto del documento US
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4.697.003 como EP-A 0282363 describen etapas de purificacion suplementarias después de la etapa de
cromatografia de intercambio aniénico. El documento EP-A 0282363 describe filtracion en gel, mientras que el
documento US 4.697.003 usa precipitacion con PEG. El método del documento EP-A 0282363 consigue un 80-90%
de pureza y un 65-75% de rendimiento. Esto es equivalente a un 50-60% de recuperacion de la AAT plasmatica.

Es el objetivo de la presente invencién mejorar lo actualmente disponible para el aislamiento de AAT en uno o mas
de los siguientes aspectos: rendimiento y/o pureza de AAT y reproducibilidad de la misma, simplicidad del proceso e
idoneidad para uso a gran escala y/o comercial o proporcionar al menos un método alternativo para el aislamiento
de AAT.

Se ha encontrado ahora que la AAT puede aislarse a partir de una disolucién que contiene albumina y AAT usando
al menos dos etapas de cromatografia de quelatos metalicos separadas. Este método sencillo da como resultado
rendimientos altos y reproducibles de AAT, puede usarse econémicamente a gran escala y puede proporcionar AAT
suficientemente pura para aplicaciones terapéuticas. La cromatografia de quelatos metalicos es también conocida
como cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados (IMAC).

El uso de la cromatografia de quelatos metalicos (IMAC) para fraccionar proteinas plasmaticas se describiod
originalmente por Porath (Porath, J. et al., Nature 258: 598-599 (1975)). Su uso como etapa de un proceso
multietapa para fraccionar proteinas a partir de suero de cabra se describe en Jain y Gupta, Applied Biochemistry
and Biotechnology, 2005, vol. 125, 53-62. Kurecki (Kurecki, T. et al., Anal. Biochem. 99: 415420 (1979)) usaron un
quelato de Zn para la purificacion de a2-macroglobulina y AAT a partir de una fracciéon plasmatica con sulfato de
amonio, pero la AAT requeria purificacion suplementaria mediante cromatografia de intercambio anionico. En el
documento WO095/35306, se us6 un quelato de Cu o Zn como etapa de refinado, posterior a la precipitacién con
PEG y cromatografia de intercambio anionico. En el documento WO97/09350, se usé un quelato de Ni como quinta
etapa en un proceso multietapa para purificar AAT a partir de leche de oveja transgénica. Al contrario que estos
métodos de la técnica anterior, en la presente invencidon se usa la cromatografia de quelatos metalicos como etapa
de purificacion principal, permitiendo un proceso sencillo y escalable para la purificacion a gran escala de AAT.

En un aspecto, la presente invencién proporciona por lo tanto un primer método para el aislamiento de a1-
antitripsina (AAT) a partir de una disoluciéon que contiene albumina y AAT, que comprende las etapas de:

(a) cargar la disolucidn sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos metalicos en condiciones en las que
se retenga la AAT sobre el sustrato y no la albumina;

(b) lavar el sustrato para retirar las proteinas no unidas o débilmente unidas y eluir entonces selectivamente la AAT
del sustrato;

(c) cargar el eluido de AAT obtenido en la etapa (b) en un segundo sustrato de cromatografia de quelatos metalicos
en condiciones en la que la AAT permanezca en disolucion y no se retenga sobre el sustrato;

(d) recoger la disolucion de AAT de la etapa (c); y

(e) llevar a cabo opcionalmente una o mas etapas de purificacion cromatografica suplementarias de la disolucion de
AAT, por ejemplo, una etapa de cromatografia de intercambio aniénico.

En el primer método, puede estar opcionalmente presente también una etapa de purificacién cromatografica
adicional entre las etapas (b) y (c). Por ejemplo, puede estar presente una etapa de cromatografia de intercambio
anionico. Sin embargo, preferiblemente la etapa (c) sigue directamente a la etapa (b).

En otro aspecto, la invencion proporciona un segundo método para el aislamiento de a1-antitripsina (AAT) a partir de
una disolucion que contiene albumina y AAT, que comprende las etapas de:

(a1) retirar la albumina de la disolucion;

(b1) cargar la disolucién desprovista de albumina sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos metalicos
en condiciones en la que la AAT permanezca en disolucion y no se retenga sobre el sustrato;

(c1) recoger la disolucion que contiene AAT;

(d1) cargar la disolucién obtenida en la etapa (c1) sobre un segundo sustrato de cromatografia de quelatos metalicos
en condiciones en las que la AAT se retenga sobre el sustrato; y

(e1) eluir selectivamente la AAT del segundo sustrato.

Aunque se prefiere el orden anterior de etapas en el segundo método, el orden de las etapas puede intercambiarse
de tal modo que las etapas (d) y (e) sean antes que las etapas (b) y (c). Por tanto, la presente invencion proporciona
también un tercer método para el aislamiento de a1-antitripsina (AAT) a partir de una disolucién que contiene
albumina y AAT, que comprende las etapas de:
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(a2) retirar la albumina de la disolucion;

(b2) cargar la disoluciéon desprovista de albumina sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos metalicos
en condiciones en las que la AAT se retenga sobre el sustrato;

(c2) eluir selectivamente la AAT del sustrato;

(d2) cargar la disolucion obtenida en la etapa (c2) sobre un segundo sustrato de cromatografia de quelatos metalicos
en condiciones en las que la AAT permanezca en disolucién y no retenga sobre el sustrato; y

(e2) recoger la disolucién que contiene AAT.

Se entiende por “aislamiento” que preferiblemente al menos un 50% de la AAT presente en la muestra de partida
esté presente en el producto de los métodos de la invencion. Preferiblemente, al menos un 65% y lo mas
preferiblemente al menos un 80% de la AAT presente en la muestra de partida esta presente en el producto. La AAT
obtenida usando los métodos de la invencion sera preferiblemente al menos un 70% pura, mas preferiblemente al
menos un 80% pura y lo mas preferiblemente un 90% pura. La AAT obtenida usando los métodos de la invencién
sera preferiblemente al menos un 75% activa, mas preferiblemente al menos un 85% activa y lo mas preferiblemente
un 95% activa, medido por ejemplo mediante la actividad de union de elastasa. Deberia observarse que, como todos
los procedimientos de aislamiento, los aumentos de pureza estdn a menudo asociados a reducciones del
rendimiento. También las etapas afiadidas para asegurar la seguridad virica pueden reducir la recuperacion global.

El experto en la materia estara al tanto de las técnicas mediante las que pueden determinarse la pureza, rendimiento
y/o actividad de un aislamiento de AAT de la invencién. Por ejemplo, la pureza puede determinarse mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS). La actividad puede determinarse mediante un ensayo de
inhibicién de elastasa (Fujita et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med., v160, n® 3, sept. de 1999, 802-807). EI
rendimiento puede determinarse comparando la actividad total del producto final con la actividad total del material de
partida.

Preferiblemente, la “disolucién que contiene albumina y AAT” es plasma, o una fracciéon plasmatica. Se entiende por
“fraccion plasmatica” una disoluciéon que se ha obtenido fraccionando plasma. Son procesos de fraccionamiento de
plasma comunes el método de fraccionamiento de Cohn (Cohn et al., 1946, J. Am. Chem. Soc., 68: 459) y sus
modificaciones (por ejemplo, Kistler y Nitschmann, 1962, Vox Sang, 7: 414-424). Este proceso empieza con una
crioprecipitacion para retirar algunos de los factores de coagulacién. El conjunto de plasma desprovisto de
crioprecipitado resultante se trata para precipitar la fraccion de IgG (la fraccion 1 segin el método de Kistler y
Nitschmann a 19% de etanol, pH 5,85 y -5°C; o la fraccion Il + 1l equivalente segun el método de Cohn a 25% de
etanol, pH 6,9 y -5°C). Se retiran las impurezas restantes mediante la precipitacion de la fraccion IV a 40% de etanol
a pH 5,85 y -5°C segun el método de Kistler y Nitschmann o un proceso en dos etapas segun Cohn (Fr IV-1 a 18%
de etanol, pH 5,2, -5°C seguido de Fr IV-4 a 40% de etanol, pH 5,8, -5°C). Reducir el pH del sobrenadante de la
fraccion IV a 4,8 y bajar entonces la temperatura de -5°C (£1°C) a -10°C (+3°C), manteniendo la concentracion de
etanol al 40%, causa la precipitacion de la fraccion de Cohn V. Cualquiera de las fracciones obtenidas en los
procesos de fraccionamiento anteriores que contienen tanto albimina como AAT son utilizables como materiales de
partida para los métodos de la presente invencion.

El sobrenadante de la fraccién A+1 de Kistler y Nitschmann es particularmente adecuado para uso como material de
partida en la presente invencién. El sobrenadante A+1 deriva de plasma del que se ha retirado fibrinégeno, factores
de coagulacion e inmunoglobulinas, y comprende principalmente AAT, glucoproteina acida a1 (AAG), transferrina,
haptoglobina (Hp), glucoproteina a2-HS, hemopexina, a2-macroglobulina, a1-antiquimotripsina y albumina. Se
prepara mediante una modificacién del método de Kistler y Nitschmann en que el plasma de partida se trata con
Celite seguido de fraccionamiento con 19% de etanol, pH 5,85 a -5°C, conduciendo a una combinacion de la fraccién
1 con el sobrenadante A del método de Kistler y Nitschmann. Cualquier fraccién equivalente en términos de
composicion a las fracciones mencionadas anteriormente obtenida de manera alternativa o conocida por una
terminologia alternativa es considerada un material de partida adecuado para los métodos de la invencion. Cualquier
subfraccion de las fracciones anteriormente mencionadas que comprenda AAT y albumina es también utilizable
como material de partida.

Se entiende también por “fraccién plasmatica” cualquier disolucion que contenga albuimina y AAT obtenida retirando
uno o mas componentes plasmaticos del plasma. El método de retirada del componente plasmatico es irrelevante y
puede ser, por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio aniénico, cromatografia de
exclusion por tamafio o métodos de precipitacion. Los componentes retirados seran preferiblemente
inmunoglobulinas, factores de coagulacion tales como factor VIII y/o fibrinbgeno. Un experto en la materia seria
capaz de retirar estos y otros componentes plasmaticos del plasma sin excesivos problemas.

El plasma usado en los métodos de la invencion y el plasma usado para fraccionamiento o para obtener fracciones
plasmaticas puede ser de cualquier fuente adecuada, aunque se prefiere plasma de sangre de mamifero. Es mas
preferido el plasma de sangre humana. Por consiguiente, la AAT purificada mediante los métodos de la invencién es
preferiblemente AAT de mamifero y lo mas preferiblemente AAT humana. Sin embargo, la AAT purificada mediante
los métodos de la invencién podria ser AAT de una especie diferente de la especie de la que deriva la disoluciéon que
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contiene albumina y AAT, en otras palabras, puede purificarse una AAT exdgena expresada artificialmente en un
hospedador (por ejemplo, un animal transgénico) a partir de disoluciones que contienen albuimina y AAT derivadas
de ese hospedador. Convenientemente, el hospedador sera un animal mamifero que sea transgénico de AAT de
una especie de interés (por ejemplo, AAT humana) y el producto de expresion transgénica AAT se encuentra en uno
0 mas de los fluidos corporales del animal que contienen albumina. Preferiblemente, el fluido corporal que contiene
el producto de expresién transgénica AAT es el plasma del animal.

Preferiblemente, la mayoria de componentes proteicos presentes en el material de partida seran componentes
proteicos derivados de plasma o una fracciéon plasmatica. Preferiblemente, los Unicos componentes proteicos seran
aquellos derivados de plasma o una fraccion plasmatica.

Si es necesario, el pH de la disolucion de partida deberia ajustarse de tal modo que no ocurra un dafio indebido en
la AAT antes de purificar segun los métodos de la invencién. Se prefiere un intervalo de pH de entre 5y 7. Es mas
preferido un pH de entre 5,5y 6,5 y lo mas preferible es un pH de aproximadamente 6,2. La AAT tiende también a
desnaturalizarse si se deja en contacto con altas concentraciones de etanol durante cualquier periodo de tiempo. Si
estan presentes altas concentraciones de etanol en una fraccion plasmatica, entonces puede ser necesario diluir la
fraccion usando un tampoén adecuado para reducir las concentraciones de etanol y por tanto conservar la actividad
de AAT antes de llevar a cabo los métodos de la invencion. El hecho de que la AAT sea inestable es bien conocido
en la bibliografia. Por ejemplo, una concentracion de etanol al 20% inactivara del orden del 75% la AAT presente al
cabo de dos semanas.

Los sustratos de cromatografia de quelatos metalicos comprenden iones metalicos quelados con ligandos que estan
enlazados con un soporte soélido. Los sustratos usados mas habltualmente utilizan iones metdlicos de transicion
divalentes tales como cinc (Zn?*), niquel (Ni**) o cobre (Cu?') para formar complejos estables con residuos de
histidina, triptéfano Y, C|ste|na en las proteinas para purificar. Pueden usarse también iones de cadmio, mercurio,
calcio, cobalto o Fe®*. La afinidad no es especifica de la secuencia aminoacidica de la proteina, sino que la
cromatografia de quelatos metalicos puede aislar preferiblemente proteinas de unién a iones metalicos. Una vez
unidas, las proteinas pueden eluirse selectivamente controlando el pH o usando moléculas competidoras tales como
imidazol o aminoacidos en los tampones de elucion.

Un sustrato de cromatografia de quelatos metalicos preferido para uso en la presente invencion comprende acido
nitrilotriacético (NTA) como ligando quelante, por ejemplo ligado con agarosa como soporte sélido. Esta disponible
un producto adecuado con niquel como i6n metalico con el nombre comercial HisTrap Sepharose (Amersham
Biosciences). El niquel puede reemplazarse por otro cation mediante arrastre y recarga del sustrato segun las
instrucciones del fabricante. Otro sustrato de cromatografia de quelatos metalicos preferido comprende acido
iminodiacético como ligando quelante, por ejemplo, ligado con agarosa como soporte solido. Esta disponible un
producto adecuado con el nombre comercial Chelating Sepharose® (Amersham Biosciences). Puede cargarse
Chelating Sepharose con cualquier i6bn metalico adecuado.

Los sustratos de cromatografia de afinidad por quelato metdlico de uso en la presente |nvenC|on se cargan con
cationes de metales de transicién dlvalentes o cationes de calcio dlvalentes preferiblemente zn* * cu?®, Co* o
2+ 2+ 2+

Fe®, mas preferiblemente Ni**, Cu** 0 Zn?*, y lo mas preferiblemente Cu*. Un experto en la materla podrla eleglr los
|ones metélicos adecuados y las condnmones acompafantes para conseguir los perfiles de union necesarios.
Pueden usarse diferentes cationes metalicos en cada uno de los dos sustratos de cromatografia de afinidad por
metales usados en los métodos de la invencion, pero preferiblemente se usara el mismo catién para minimizar el
numero de posibles fuentes de contaminacion por iones metalicos en el producto final.

Es un sustrato preferldo para permitir la union de AAT Yy la circulacién de albumina el Chelating Sepharose (agarosa)
2gado con iones Cu?. Es un sustrato preferido para permitir circular AAT el de NTA-agarosa cargado con iones

Por tanto, en realizaciones preferidas de los métodos de la invencion, el sustrato de cromatografia de quelatos
metallcos usado en la etapa (c), la etapa (b1) o la etapa (d2) es el de NTA-agarosa, preferiblemente cargado con
iones Cu?*, y el sustrato usado en la etapa (a) etapa (d1) o etapa (b2) es un sustrato Chelating Sepharose
(agarosa), preferiblemente cargado con iones Cu®

La etapa (a) del primer método deberia retirar también el etanol de la disolucion de partida, ya que el etanol no se
unira al sustrato de cromatografia de quelatos metalicos.

La retirada de la albumina en la etapa (a1) o etapa (a2) puede conseguirse mediante cualquier medio conveniente.
Preferiblemente, se retira sustancialmente toda la albimina, por ejemplo al menos un 90% de la albimina (como se
determina mediante el ensayo de Bradford y estimaciones de densitometria en PAGE-SDS). Si se usa el
sobrenadante A+1 como material de partida, el componente principal sera normalmente albumina (por ejemplo,
aproximadamente un 90% de la proteina total sera albumina). Un experto en la materia estaria al tanto de los
medios adecuados para la retirada de albumina, aunque se mencionan como ejemplos cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de quelatos metalicos, técnicas de degradacion especificas o
técnicas de precipitacion. Se prefiere la cromatografia de intercambio aniénico.
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La cromatografia de intercambio aniénico usa habitualmente sustratos tales como, pero sin limitacién, dextrano,
celulosa y modificaciones de la misma que estan cargadas positivamente. Estos sustratos pueden comprender parte
del soporte solido (por ejemplo, un recubrimiento) o pueden formar la totalidad del soporte sélido. El soporte soélido
puede estar en forma particulada (por ejemplo, una resina), sin embargo pueden usarse soportes no particulados
(por ejemplo, papeles de filtro o geles). Los sustratos particulados estan tipicamente, aunque no siempre,
empagquetados en columnas.

Cuando se usa en la presente memoria el término “sustrato”, deberia interpretarse que hace referencia a sustratos
en una forma adecuada para uso en una etapa de cromatografia relevante, por ejemplo, una etapa de cromatografia
de intercambio anidnico o de quelatos metalicos segun sea apropiado para el contexto en que se usa el término. Por
facilidad de procesamiento, los diferentes sustratos de cromatografia usados en los métodos de la invencion se
empaquetan preferiblemente en columnas.

La muestra que va a experimentar cromatografia de intercambio anionico se aplica al sustrato de intercambio
anionico. Basandose en las interacciones de carga, las moléculas (cargadas negativamente) en la muestra se unen
al sustrato. El lavado del sustrato retira por lo tanto las moléculas no unidas o débilmente unidas. Puede conseguirse
una elucion controlada/selectiva de las moléculas unidas pasando disoluciones de concentracion salina creciente por
el sustrato, puesto que esto destruye las interacciones de carga entre el sustrato y las moléculas unidas. El pH de la
disolucién de elucion puede alterarse también para inducir la elucion, puesto que esto alterara la carga presente en
la molécula unida y el sustrato. Cuanto mas débil sea la interaccion de carga entre la molécula y el sustrato, menor
sera la concentracion salina necesaria para destruir la interacciéon y por tanto inducir la elucion de esa molécula
desde el sustrato. Al controlar cuidadosamente la concentracion salina, puede conseguirse una elucion selectiva de
las moléculas unidas.

Puede modificarse la fuerza de la interaccion de carga mediante la eleccién del material de soporte sélido. Por
ejemplo, QAE-Sephadex® o celulosa GE son sustratos de intercambio anionico fuertes y DEAE-celulosa y DEAE-
Sephadex® son sustratos de intercambio anidnico débiles.

Un experto en la materia estara bien al tanto de las técnicas y herramientas de intercambio aniénico y seria capaz
de concebir y efectuar un protocolo de intercambio aniénico que retire sustancialmente toda la albumina de la
muestra en la etapa (a1) o la etapa (a2). Convenientemente, el sustrato y las condiciones se seleccionaran de tal
modo que la albumina circule por el sustrato y la AAT se retenga y entonces se eluya selectivamente. Esto es
ventajoso cuando el material de partida contiene mayores cantidades de albumina que de AAT, que sera el caso si
el material de partida es el sobrenadante A+1. Si se seleccionan condicionales tales que la albumina circule por el
sustrato, se requiere un volumen menor de sustrato que el que se requeriria si toda la albumina se fuera a unir al
sustrato.

Por tanto, en una realizacion preferida, la etapa (a1) en el segundo método de la invencién o la etapa (a2) en el
tercer método de la invencién comprenden cargar la disolucién que contiene albumina y AAT sobre un sustrato de
intercambio aniénico en condiciones en las que se retenga la AAT sobre el sustrato y la mayoria de la albumina no;
lavar el sustrato para retirar la albumina no unida y eluir entonces selectivamente la AAT desde el sustrato. Se
retirard también cualquier etanol presente en la disolucién de partida, ya que no se retendra por el sustrato de
intercambio anidnico y por tanto puede retirarse por lavado.

Es de particular utilidad como sustrato de intercambio aniénico en la etapa (a1) o la etapa (a2) la agarosa ligada con
amino cuaternario, por ejemplo, Sepharose® ligada con amino cuaternario (Amersham Biosciences), en particular el
sustrato comercializado con el nombre Capto Q® (Amersham Biosciences). Capto Q® es un intercambiador aniénico
(Q) fuerte de amonio cuaternario de alta capacidad acoplado con una matriz de agarosa de alto flujo modificada
quimicamente (recubierta con dextrano). El grupo amino cuaternario en Capto Q es -N*(CHs)s. Sepharose® es el
nombre comercial usado habitualmente para perlas de agarosa. Otros sustratos de intercambio aniénico adecuados
incluyen perlas basadas en celulosa, dextrano y polimero.

Una ventaja de usar la cromatografia de intercambio aniénico en la etapa (a1) o la etapa (a2) es que cualquier AAG
presente en el material de partida tendera a unirse con el sustrato de intercambio aniénico mas fuertemente que la
AAT. Por lo tanto, puede eluirse selectivamente AAT desde el sustrato, dejando la AAG unida. Si se desea, la AAG
puede eluirse selectivamente entonces después de la AAT.

El primer método de la invencién puede comprender adicionalmente una etapa de cromatografia de intercambio
anionico efectuada en condiciones en las que la AAT se una al sustrato de intercambio aniénico y se eluya
selectivamente después desde el mismo. Esta etapa adicional puede efectuarse convenientemente antes o después
de las etapas (c) y (d). La discusién de la cromatografia de intercambio aniénico anterior se aplica, cambiando lo
necesario, a este aspecto de la invencion. Como alternativa, pueden efectuarse otras etapas de purificacion
cromatografica conocidas antes o después de las etapas (c) y (d).

La siguiente discusion es aplicable a todos los métodos de la invencién a menos que se indique otra cosa.

Se prevé que los métodos de la invencidon puedan comprender una o mas etapas adicionales. Por ejemplo, pueden
emplearse una o mas etapas de lavado en las etapas en que se retiene AAT sobre el sustrato de cromatografia para
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reducir las moléculas indeseadas en el eluido de AAT. El objeto de una etapa de lavado es pasar un tampdn
adecuado a través del sustrato que eluira las moléculas no unidas, o muy débilmente unidas, de la muestra (por
ejemplo, albumina) sin inducir la elucion de la molécula diana (AAT). Lo mas habitualmente, se incluiran una o mas
etapas de lavado entre la etapa de carga de la muestra sobre el sustrato de cromatografia y la etapa de elucion
selectiva de AAT desde el mismo. Sin embargo, pueden incluirse etapas de lavado entre distintas etapas de elucion,
especialmente si han de eluirse otras moléculas potencialmente Utiles antes de la elucion de AAT.

Un experto en la materia estara al tanto de los tampones de carga, lavado y elucién adecuados y podra formular
tampones adecuados (en términos de constituyentes y sus concentraciones y pH) para conseguir la carga, lavado de
AAT (u otras moléculas de interés) unida, o elucion selectiva de AAT (u otras moléculas de interés) desde el sustrato
de cromatografia particular que se esté usando. Un experto en la materia podra optimizar estos parametros sin
excesivos problemas. Las condiciones de carga, lavado y elucion deberian seleccionarse de tal modo que no ocurra
un dafio innecesario en la AAT. Los tampones de carga, lavado y elucién tipicos comprenden un componente fosfato
y una sal. Los componentes fosfato adecuados incluyen, pero sin limitacién, NaH,PO4, Na;HPO4, KH2PO4 y KoHPO,.
Es un componente de tampdn preferido una mezcla de NasHPO,4 y NaH,PO,. Las sales adecuadas incluyen cloruro
de sodio, cloruro de potasio y sulfato de sodio. Es una sal preferida el cloruro de sodio.

Dependiendo de los demas constituyentes presentes en la disolucién que se unen al sustrato de cromatografia,
puede ser necesario llevar a cabo una elucién por etapas para obtener AAT con un alto grado de pureza. Los
contaminantes que se unen al sustrato menos fuertemente que la AAT pueden eluirse primero mediante la eleccion
adecuada de las condiciones de elucion iniciales. De forma similar, el tampoén de elucién usado para eluir la AAT
deberia elegirse de tal modo que no retire los contaminantes que se unen al sustrato mas fuertemente que la AAT.
Por ejemplo, la AAG se une a sustratos de intercambio anionico tales como Capto Q° Sepharose® mas fuertemente
que AAT, y la AAG puede permanecer unida a la columna después de eluir la AAT. Si se desea, puede usarse para
eluir la AAG un tampén de elucion de concentracion salina mayor que el usado para eluir la AAT después de eluir la
AAT.

Las condiciones de lavado y elucién para las etapas de cromatografia de quelatos metalicos pueden usar también
compuestos competidores tales como aminoacidos o imidazol. Al optimizar la concentraciéon del compuesto
competidor en un tampén de elucidn, puede conseguirse la elucién selectiva de las sustancias unidas al sustrato de
cromatografia. Por ejemplo, haptoglobina y transferrina se unen a agarosa ligada con NTA cargado con Cu® mas
fuertemente que AAT y pueden permanecer unidas al sustrato después de eluir la AAT. Puede usarse un tampon de
elucién para eluir Hp y transferrina de mayor concentraciéon de imidazol que el usado para eluir la AAT. De forma
similar, puede optimizarse la concentracion de molécula competidora en el tampdén de carga para evitar la union de
AAT al sustrato de cromatografia de quelatos metdlicos, asegurando por tanto su flujo eficaz cuando se requiera.

Un experto en la materia estara al tanto de las técnicas para monitorizar el eluido para posibilitar seguir la progresion
de la elucion y evaluar lo que se esta eluyendo en las diversas fracciones. Por ejemplo, la espectroscopia UV puede
seguir la progresion de la elucion al momento. Pueden usarse técnicas tales como HPLC SEC o PAGE-SDS para
detectar la presencia e identidad de impurezas. Pueden usarse también espectrometria de masas por desorcion
laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF) de fracciones de HPLC o bandas de PAGE-SDS para
identificar las proteinas presentes. Las proteinas conocidas pueden monitorizarse con métodos de deteccion
basados en anticuerpos (por ejemplo, el ensayo de inmunosorcion ligado a enzima (ELISA), inmunodifusion radial
(RID) y determinaciones tubimétricas).

Los tampones de carga y lavado son a menudo iguales en términos de constituyentes de tampdn y cantidades de los
mismos. Sin embargo, un experto en la materia podra concebir tampones de carga y lavado separados a partir de su
conocimiento general comun en caso de que sea necesario.

Preferiblemente, todos los tampones usados en un solo método de la invencion usaran un componente de tampon
idéntico y un tipo de sal idéntico, aunque a diferentes concentraciones para satisfacer los diversos requisitos
funcionales de cada tampdn. Esto minimiza el nimero de contaminantes potenciales la AAT producto que surge del
proceso. Lo mas preferiblemente, todos los tampones utilizables en la invencién comprenderan un componente de
tampén fosfato y cloruro de sodio.

La conductividad de los tampones de carga y lavado es preferiblemente menor de 7 mS/cm, mas preferiblemente
menor de 6 mS/cm y lo mas preferiblemente menor de 5,0 mS/cm. La conductividad esta preferiblemente entre 4,5 y
5 mS/cm para asegurar que la mayoria de la albiumina circula pero la AAT sigue unida a cualquier matriz de
intercambio anidénico usada. La conductividad no deberia afectar a la unién a columnas de quelatos metalicos (por
ejemplo, hasta NaCl 1 M (conductividad ~80 mS/cm) es un aditivo recomendado en cromatografia de quelatos
metalicos para evitar interacciones no especificas).

El pH de los tampones de carga, lavado y elucién es también importante. El pH de los tampones deberia
mantenerse a un nivel que no dafe sustancialmente la AAT. El pH deberia seleccionarse también cuidadosamente
porque el pH puede afectar a la conductividad del tampén dependiendo de los constituyentes del tampén usados y
puede inducir también la elucién o retencion (deseada o no) de la molécula diana desde el sustrato. Se prefiere un
intervalo de pH entre 5 y 7. Es mas preferido un pH de entre 5,5 y 6,5 y lo mas preferible es un pH de
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aproximadamente 6,2. Un experto en la materia estara al tanto de la relacion entre el pH y el grado de elucion y
retencion, y podra seleccionar los intervalos de pH precisos que son apropiados para los tampones y sustratos que
se estan usando y la funcion que estan efectuando. El conocimiento general comun posibilitara la optimizacién de
los pardmetros de tampdn sin excesivos problemas.

Como se menciona anteriormente, es un sustrato de intercambio aniénico preferido la agarosa ligada a amino
cuaternario. La union de AAT a este sustrato y la circulaciéon de albumina pueden conseguirse con un tampén que
comprende un componente de tampodn fosfato y cloruro de sodio, en el que el componente de tampon esta entre 10
y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; el cloruro de
sodio esta entre 20 y 40 mM, preferiblemente entre 25 y 35 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 30
mM; y el pH esta entre 5y 7, preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 6,2.

La elucion de AAT desde la agarosa ligada con amino cuaternario puede conseguirse con un tampon que
comprende un componente de tampén fosfato y cloruro de sodio, en el que el componente de tampén esta entre 10
y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; el cloruro de
sodio esta entre 140 y 200 mM, preferiblemente entre 155 y 185 mM y lo mas preferiblemente es de
aproximadamente 170 mM; y el pH esta entre 5 y 7, preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es de
aproximadamente 6,2.

La elucién de AAG desde la agarosa ligada a amino cuaternario puede conseguirse con un tampdn que comprende
un componente de tampon fosfato y cloruro de sodio, en el que el componente de tampon esta entre 10 y 30 mM,
preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; el cloruro de sodio esta
entre 400 y 600 mM, preferiblemente entre 450 y 550 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 500
mM; y el pH esta entre 5y 7, preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 6,2.

Pueden conseguirse la circulacion de AAT vy la retencion de haptoglobina y transferrina sobre agarosa ligada con
NTA cargado con Cu®* con un tampén que comprende un componente de tampén fosfato, cloruro de sodio e
imidazol, en el que el componente de tampdn esta entre 10 y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas
preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; el cloruro de sodio esta entre 20 y 40 mM, preferiblemente entre 25
y 35 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 30 mM, el imidazol esta entre 1,5 y 3,5 mM,
preferiblemente entre 2, y 3 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 2,5 mM; y el pH esta entre 5y 7,
preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 6,2. La concentracién de imidazol u
otras moléculas competidoras, si se usan, deberia seleccionarse cuidadosamente para asegurar que es suficiente
para evitar la unién de AAT pero no para evitar la uniéon de haptoglobina o transferrina. La afinidad del imidazol por
un i6n metalico depende de su concentracion. Por tanto, al elegir cuidadosamente la concentracion correcta, Hp
tendra una mayor afinidad por el sustrato de cromatografia de quelatos metalicos que el imidazol, que a su vez
tendra una mayor afinidad por el sustrato que AAT.

La elucion de haptoglobina y transferrina desde agarosa ligada con NTA cargado con cu® puede conseguirse con
un tampoén que comprende un componente de tampoén fosfato y cloruro de sodio, en el que el componente de
tampodn esta entre 10 y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas preferiblemente es de aproximadamente
20 mM; el cloruro de sodio esta entre 20 y 40 mM, preferiblemente entre 25 y 35 mM y lo mas preferiblemente es de
aproximadamente 30 mM, el imidazol esta entre 15 y 25 mM, preferiblemente entre 17 y 23 mM y lo mas
preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; y el pH esta entre 7 y 9, preferiblemente entre 7,5 y 8,5, lo mas
preferiblemente es de aproximadamente 8.

La circulacion de albumina y la retencion de AAT sobre agarosa ligada con acido iminodiacético cargado con cu®
puede conseguirse con un tampon que comprende un componente de tampon fosfato, cloruro de sodio e imidazol,
en el que el componente de tampon estda entre 10 y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas
preferiblemente es de aproximadamente 20 mM; el cloruro de sodio esta entre 20 y 40 mM, preferiblemente entre 25
y 35 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 30 mM, el imidazol esta entre 1,5 y 3,5 mM,
preferiblemente entre 2 y 3 mM y lo mas preferiblemente es de aproximadamente 2,5 mM; y el pH estd entre 5y 7,
preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es de aproximadamente 6,2.

La elucion de AAT desde agarosa ligada con &cido iminodiacético cargado con cu®* puede conseguirse con un
tampén que comprende un componente de tampén fosfato, cloruro de sodio e imidazol, en el que el componente de
tampodn esta entre 10 y 30 mM, preferiblemente entre 15 y 25 mM, lo mas preferiblemente es de aproximadamente
20 mM; el cloruro de sodio esta entre 20 y 40 mM, preferiblemente entre 25 y 35 mM y lo mas preferiblemente es de
aproximadamente 30 mM, el imidazol esta entre 2,5 y 20 mM, preferiblemente entre 2,5 y 15 mM y lo mas
preferiblemente entre 2,5y 10 mM; y el pH esta entre 5 y 7, preferiblemente entre 6 y 6,5, lo mas preferiblemente es
de aproximadamente 6,2.

Ha sido un grave problema de los métodos de la técnica anterior para el aislamiento de AAT a partir de fracciones
plasmaticas su inadaptacion para escalado a aislamiento a gran escala/comercial. Se ha encontrado ahora que los
métodos que comprenden dos etapas de cromatografia de afinidad por quelatos metalicos pueden conseguir una
preparacion de alto rendimiento y alta pureza de AAT a partir de disoluciones que comprenden plasma o fracciones
de plasma sin necesidad de etapas de procesamiento suplementarias tales como diafiltracion o precipitacién con
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PEG. Por tanto, los métodos de la invencion pueden utilizarse a gran escala/comercial y ser econémicamente
viables a esa escala.

Por “gran escala” se entiende que es conseguible el aislamiento a partir de volumenes de muestra de partida del
orden de miles de litros. Considerado alternativamente, gran escala hace referencia a tamafios de lotes de plasma
de partida de al menos 1000 litros, mas preferiblemente de al menos 3000 litros y lo mas preferiblemente de al
menos 6000 litros.

Las realizaciones de la invencion preferidas anteriormente se aplican, cambiando lo necesario, a este aspecto de la
invencion. Un experto en la materia podria aplicar las realizaciones discutidas anteriormente a la produccién a gran
escala sin excesivos problemas.

Los métodos basicos descritos anteriormente dan como resultado AAT de pureza y actividad significativas. Sin
embargo, el producto directo de estos métodos basicos de la invencidon puede someterse a procedimientos para
purificarlo adicionalmente y/o concentrar la preparacion. Un experto en la materia sabria y podria aplicar
procedimientos adecuados o concebir alternativas. Los ejemplos de procedimientos adecuados incluyen, pero sin
limitacién, diafiltracion, ultrafiltracion, cromatografia de flujo, cromatografia de quelatos metalicos suplementaria,
cromatografia de hidroxiapatito y procedimientos de inactivaciéon/reduccion virica dedicados.

Si la AAT esta destinada a uso farmacéutico, la AAT aislada y/o purificada puede tener que experimentar un
procesamiento suplementario para retirar cualquier contaminante biolégico o quimico que pueda permanecer en la
muestra. Dichos procedimientos son bien conocidos en la materia y un experto en la materia podria aplicar este
conocimiento general comun para efectuar ensayos rutinarios para permitirle formular una AAT aislada/purificada
que sea adecuada para uso farmacéutico.

Puede usarse diafiltracion para ajustar la concentracion salina o pH para que sea adecuado para uso farmacéutico.

Los contaminantes bioldgicos tales como virus o priones pueden inactivarse y/o retirarse mediante técnicas de
filtracién virica conocidas, mediante técnicas de desinfeccidon quimica conocidas (inactivacion virica) y/o mediante
técnicas de pasteurizaciéon o tratamiento térmico conocidas. Por ejemplo, es posible la inactivacion virica de una
disolucién que contiene AAT usando tratamiento con disolvente-detergente como se expone en el documento EP-A
0131740, a condicién de que la AAT se trate a un pH que no conduzca a la inactivacién de AAT, por ejemplo, un pH
de al menos 6. También es posible filtrar la AAT producida mediante los métodos descritos en la presente memoria a
través de uno o mas filtros viricos adecuados, por ejemplo, filtros con tamarios de poro de aproximadamente 20 nm,
y por tanto asegurar teéricamente la retirada de virus potencialmente patégenos.

Si se usa el tratamiento con disolvente-detergente (DD) para inactivar virus, puede incluirse una etapa suplementaria
en el método para retirar los reactivos disolventes-detergentes. Un experto en la materia estaria familiarizado con
dichos métodos. A modo de ejemplo, puede usarse la cromatografia de intercambio aniénico. Una etapa de
cromatografia de intercambio aniénico adecuada seria igual que las que se discuten en la presente memoria. Sin
embargo, puede usarse cualquier columna en la que se separen el DD o proteina de interés.

Si se usa la pasteurizacion o el tratamiento térmico para inactivacion virica, se contempla el uso de estabilizantes.
Los estabilizantes incluirian, pero sin limitacion, azucares, alcoholes de azucar, acido ascorbico y aminoéacidos. Los
métodos para retirar estabilizantes, si son necesarios, son bien conocidos en la materia.

El orden particular de los procedimientos anteriormente mencionados no se considera importante, sin embargo,
algunos o6rdenes particulares pueden ser mas ventajosos que otros en términos de adecuaciéon y costes. Por
ejemplo, puede se preferible efectuar la pasteurizacion con estabilizantes o efectuar una etapa de desinfeccion
quimica antes de la etapa de filtracion o dialisis, que podria disefiarse para retirar los estabilizantes o el agente de
desinfeccion. Convenientemente, la etapa de tratamiento con DD puede efectuarse entre dos de las etapas de los
métodos basicos de la invencion. Lo mas convenientemente, la etapa de tratamiento con disolvente-detergente
ocurrird antes de la etapa en la que se retiene la AAT sobre el sustrato de cromatografia, permitiendo asi que los
reactivos disolventes-detergentes se retiren de la AAT en la circulacién o en una o mas etapas de lavado. Por
ejemplo, en el primer método de la invencién, el tratamiento con disolvente-detergente puede llevarse a cabo
después de la etapa (d), y pueden retirarse entonces los reactivos en una etapa de purificacion suplementaria (e),
por ejemplo una etapa de cromatografia de intercambio aniénico. Sin embargo, si se efectua el tratamiento con DD
después de la etapa en la que se retiene la AAT sobre el sustrato de cromatografia, puede requerirse una etapa
suplementaria para retirar el DD del producto de AAT. Un experto en la materia estaria familiarizado con dichos
métodos.

Un experto en la materia estaria al tanto de las ventajas y desventajas de efectuar un tratamiento de inactivacion
virica en una etapa particular de los métodos de la invencién. Por ejemplo, efectuar un tratamiento de inactivacién
virica temprano en el proceso asegura que mas proteinas viricas en el material de partida estan inactivadas, y asi
pueden obtenerse facilmente otras proteinas viricas inactivadas usando los métodos de la invencién. Sin embargo,
una vez se ha llevado a cabo una etapa de inactivacion virica, las etapas posteriores deberian efectuarse en zonas
exentas de virus, reduciendo por tanto la conveniencia del proceso. Ademas, si se lleva a cabo una etapa de
inactivacion virica temprano en el proceso, existe el riesgo de que pueda ocurrir una reinfeccion durante las etapas
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de proceso restantes. Por consiguiente, un experto en la materia podria efectuar el tratamiento de inactivacion virica
en el punto de los métodos de la invencién que mejor se ajuste a sus necesidades.

Los productos sanguineos, incluyendo AAT, para uso como productos farmacéuticos experimentaran
necesariamente al menos dos etapas de inactivacion/reduccion virica.

La AAT producida segun los métodos de la invencién puede formularse posteriormente para uso clinico. En dicha
formulaciéon de AAT, la AAT deberia estar sustancialmente exenta de contaminantes quimicos y biolégicos, en la
medida en que los niveles en la formulaciéon no fueran considerados dafiinos para un paciente. I[dealmente, los
niveles de cualquier contaminante seran sustancialmente menores que los niveles minimos requeridos por las
autoridades reguladoras con relaciéon a productos farmacéuticos.

Se entiende por “contaminantes bioldgicos” entidades biolégicas capaces de inducir patologias en un paciente.
Dichas entidades incluyen, pero sin limitacién, virus, priones, bacterias, hongos, esporas y células.

Se entiende por “contaminantes quimicos” moléculas que inducirian reacciones adversas si se administrasen a
pacientes.

Las formulaciones de AAT adecuadas para aplicaciones farmacéuticas pueden comprender uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Preferiblemente, la AAT se formula como disolucién, por ejemplo en una forma
adecuada para administracion parenteral, particularmente administracion intravenosa, o en una forma adecuada
para administracion por inhalacion. La AAT adecuada para aplicaciones farmacéuticas puede estar también en
forma liofilizada que requiere la disolucién en un diluyente farmacéuticamente aceptable antes de la administracion.

Como se discute anteriormente, el aislamiento de AAT es el objetivo de la invencidn. Los métodos de la invencion
implican inevitablemente la separacién de AAT de los otros componentes del material de partida, en particular la
albumina. Estos otros componentes pueden ser contaminantes que se han de desechar como producto de desecho,
o pueden ser moléculas Utiles que podrian aislarse y purificarse si fuera necesario. Sin excesivos problemas, el
experto en la materia seria capaz de ensayar los componentes retenidos sobre un sustrato y/o presentes en la
circulaciéon cuando se retiene AAT e identificar los otros componentes que podrian aislarse. Una vez identificados,
un experto en la materia adaptaria facilmente el método de la invencién para aislar estos componentes en formas
utiles si se desea.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un diagrama de flujo que exhibe una realizacion preferida del segundo método de la invencion.
Los tampones A a E se describen en el Ejemplo 2.

La Figura 2 muestra un diagrama de flujo que exhibe una realizacion preferida del primer método de la invencion.
Los tampones A a E se describen en el Ejemplo 2.

La Figura 3 muestra un diagrama de flujo que exhibe el aislamiento suplementario de albumina, AAG, haptoglobina y
transferrina junto con el aislamiento de AAT segun una realizacion preferida del primer método de la invencién.

La Figura 4 muestra el proceso de fraccionamiento plasmatico que proporciona el material de partida preferido para
los métodos de la invencion (sobrenadante A+1).

Como se muestra en la Figura 1, si se usa sobrenadante A+1 como material de partida en el se%undo método de la
invencion y se usa cromatografia de intercambio aniénico (por ejemplo, en Capto Q® Sepharose®) en la etapa (a1),
pueden seleccionarse condiciones en que AAT, haptoglobina y AAG se unan al sustrato de cromatografia, mientras
que la mayoria de la albumina no. La elucién de AAT y haptoglobina y la retencién de AAG pueden conseguirse con
un tampon que contiene fosfato 20 mM y NaCl 170 mM a pH 6,2. La AAG puede aislarse entonces del sustrato de
cromatografia con un tampén que contiene fosfato 20 mM y NaCl 500 mM a pH 6,2.

La haptoglobina puede separarse entonces de la AAT en la etapa (b1), ya que la haptoglobina se unira al sustrato de
cromatografia de quelatos metalicos, mientras que la AAT no. Después de retirar por lavado la AAT del sustrato, la
haptoglobina puede eluirse usando un tampén con una mayor concentracion de imidazol.

El tratamiento con disolvente-detergente puede llevarse a cabo en el producto de la primera etapa de cromatografia
de quelatos metalicos. En la segunda etapa de cromatografia de quelatos metalicos, (etapa (d1)), la AAT se une al
sustrato y cualquier albumina residual, junto con los reactivos disolventes detergentes, puede retirarse por lavado
antes de eluir la AAT.

La Figura 2 ilustra una realizacién preferida del primer método de la invencion. De nuevo, el sobrenadante A+1 es el
material de partida. Este se carga sobre el primer sustrato de cromatografia de quelatos metalicos en condiciones en
las que la AAT se une pero albumina y AAG no. Albumina y AAG pueden retirarse mediante lavado antes de eluir la
AAT del sustrato aumentando la concentracién salina del tampén.
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Se carga entonces la AAT en un segundo sustrato de cromatografia de quelatos metalicos en condiciones en las
que la AAT no se une al sustrato, pero haptoglobina y transferrina si. Se retira por lavado la AAT del sustrato,
entonces pueden eluirse haptoglobina y transferrina aumentando el contenido de imidazol del tampon.

El tratamiento con disolvente-detergente puede llevarse a cabo en el producto de la segunda etapa de cromatografia
de quelatos metalicos. En una etapa de cromatografia de intercambio aniénico final (etapa (e)), la AAT se une al
sustrato y cualquier albumina residual, junto con los reactivos disolventes detergentes, puede retirarse mediante
lavado antes de eluir la AAT. Pueden retirarse también otros contaminantes, por ejemplo proteinas de bajo peso
molecular, mediante lavado o elucién selectiva.

La Figura 3 elabora adicionalmente una realizacion preferida del primer método de la invencion en la que el
sobrenadante A+1 es el material de partida y se usa agarosa ligada con acido iminodiacético cargado con cu®
como primera etapa de cromatografia (etapa (a)). Como puede observarse, este método de la invencidon puede
usarse para aislar albumina, AAG, haptoglobina y transferrina del sobrenadante A+1 ademas de AAT.

La primera etapa de cromatografia con agarosa ligada con acido iminodiacético cargado con Cu? retiene AAT,
haptoglobina y transferrina, mientras que albumina y AAG circulan. La circulacién puede recogerse y pueden
separarse albumina y AAG mediante cromatografia de intercambio anidnico (la albumina circulara mientras que la
AAG esta unida). Se eluyen AAT, haptoglobina y transferrina retenidos en la agarosa ligada con acido iminodiacético
cargado con Cu?" y se cargan sobre sustrato de agarosa ligado con NTA cargado con Cu®* (etapa (b)). Esto permite
que la AAT circule y haptoglobina y transferrina se retengan. La circulacion de AAT puede purificarse adicionalmente
si es necesario, por ejemplo mediante cromatografia de intercambio aniénico, para retirar la albumina residual. La
haptoglobina y transferrina retenidas pueden eluirse posteriormente y separarse mediante intercambio anionico, ya
que la haptoglobina se une facilmente a sustratos de intercambio aniénico pero la transferrina no.

La Figura 4 muestra el proceso de fraccionamiento plasmatico que conduce al material de partida preferido de la
invencion (sobrenadante A+1) y lo compara con el proceso de Kistler y Nitschmann (mostrado en el lado derecho).
El precipitado de A+1 incluye la fraccion 1 y el precipitado A del proceso de Kistler y Nitschmann.

Todas y cada una de las combinaciones de rasgos preferidos discutidas en la presente memoria estan englobadas
por la invencidn, incluso si no se dan a conocer explicitamente. Como se usa en la presente memoria, el término
“comprende” incluye los términos “consiste esencialmente en” y “consiste en”.

La invencion se describira adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Preparacion de sobrenadante A+1

Se sometioé plasma a una descongelacion controlada de -0,5°C a 2°C durante la cual precipitaron algunas de las
proteinas. Se recogid el sobrenadante, se tratdé con Celite y se filtr6 entonces para retirar otras proteinas
indeseadas. Se ajustd el sobrenadante resultante a un pH de 5,85 con tampdn acetato y se afiadié etanol al 17-21%
v/v. Se controlé la temperatura durante la posterior precipitacion a entre -4 y -6°C. Estas condiciones son similares a
las usadas en la segunda etapa del proceso de Kistler y Nitschmann (ibid.) y asi el precipitado incluye la fraccion 1y
el precipitado A de ese proceso. El precipitado se designa como A+1 y el sobrenadante del mismo se usa como
material de partida en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2: Disoluciones tampdn

Tampdn A: Tampoén fosfato 20 mM que contiene NaCl 30 mM, pH 6,2 (el tampdn fosfato se prepara mezclando
NazHPO4 20 mM y NaH,PO4 20 mM a una relacién volumétrica de aproximadamente 1:4, respectivamente).

Tampén B: Fosfato 20 mM que contiene NaCl 170 mM, pH 6,2.

Tampon C: Fosfato 20 mM que contiene NaCl 500 mM, pH 6,2.

Tampédn D: Fosfato 20 mM que contiene NaCl 30 mM, imidazol 2,5 mM, pH 6,2.
Tampon E: Imidazol 20 mM, pH 8.

Ejemplo 3: Aislamiento de AAT usando intercambio aniénico como primera etapa (sequndo método de la invencion)

Se diluy6 el sobrenadante A+1 1:1 con NaH.PO4 10 mM que contenia NaOH 10 mM, pH 11. Diluir el sobrenadante
A+1 reducia la concentracion de etanol, que es conocido que dafia la AAT con el tiempo. El pH de la disolucion
resultante estaba entre 6 y 7 y la conductividad era menor de 7 mS/cm. Justo antes de cargar en la columna de
Capto Q Sepharose, se redujo el pH a entre 5,5 y 6,5 con acido acético diluido. Esto asegurdé que la mayoria de la
albumina circulara por la columna mientras se retenia la AAT.

Se equilibré la columna con tampén A. Este tampdn tiene una conductividad similar al sobrenadante A+1 diluido 1:1
con tampén que contiene NaH2PO4 10 mM y NaOH 10 mM.
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Se eluydé entonces la fraccion de AAT con tampon B. Algunas moléculas unidas estrechamente tales como
glucoproteina acida a1 (AAG) permanecian en la columna a esta concentracion y se eluyeron con una concentracion
mayor de NaCl (concretamente, tampén C).

Se afiadio imidazol 2,5 mM a la fraccién de AAT eluida de la columna de Capto Q. Se cargé entonces la fraccion de
AAT tratada con imidazol sobre una columna HisTrap desprovista de sus iones de niquel y recargada con cationes
de cobre divalentes. A esta concentracién de imidazol, y usando este tipo de soporte sélido quelante, algunos de los
contaminantes se unieron al soporte soélido, sin embargo la AAT no. La circulacion contenia también albumina
residual que se uni6 a la columna de Capto Q en la etapa anterior en lugar de circular.

Para reducir la carga virica de la fraccién de AAT, se afadid una mezcla de polisorbato 20/fosfato de tri-n-butilo
(TnBP) segun el documento EP-A 0131740. Se cargo entonces la fraccion de AAT tratada con disolvente-detergente
(DD) sobre un soporte solido de Chelating Sepharose (ligando quelante acido iminodiacético) cargado con cobre. En
las condiciones de carga (imidazol 2,5 mM en tampon fosfato 20 mM que contenia NaCl 30 mM, pH 6,2), la AAT se
unia al soporte sélido, mientras que los contaminantes, principalmente albimina, no. Se eluyé entonces la AAT con
una disolucién de imidazol 10 mM.

Ejemplo 4: Aislamiento de AAT usando Chelating Sepharose como primera etapa (primer método de la invencién)

Se diluy6 el sobrenadante A+1 1:1 con NaH2PO. 10 mM que contenia NaOH 10 mM, pH 11. El pH de la disolucién
resultante estaba entre 6 y 7 y la conductividad era menor de 7 mS/cm. Justo antes de cargar sobre la columna de
Chelating Sepharose, se redujo el pH a entre 6,0 y 6,5 con acido acético diluido. Esto aseguré que la mayoria de la
albumina y otras proteinas circularan por la columna mientras que la AAT se retenia.

La Chelating Sepharose usada comprendia acido iminodiacético con ligando quelante y se cargd con cationes de
cobre divalentes. Se afiadié imidazol 2,5 mM al sobrenadante A+1 diluido 1:1 y se ajusté el pH a 6,2. Se cargd
entonces este sobre una columna de Chelating Sepharose de cobre y se equilibré con tampén D. En estas
condiciones, mas de un 90% de la proteina total del sobrenadante A+1 circul6 por el soporte sélido y se unié menos
de un 0,5% de la albumina. La circulacion era principalmente albamina, pero contenia también algo del dimero de
haptoglobina que estaba presente en el material de partida.

Se eluyeron las proteinas unidas, incluyendo AAT, con una disoluciéon de imidazol 20 mM. Se diluyé entonces el
eluido 8 veces de modo que la concentracion de imidazol fuera 2,5 mM. Se cargd esta mezcla de proteinas sobre
una columna HisTrap sometida a arrastre cargada con cobre. En estas condiciones de carga, la fraccion de AAT
circul6 por la columna mientras que los contaminantes, principalmente haptoglobina y transferrina, estaban unidos.
La fraccién de AAT obtenida en esta etapa era al menos un 80% pura por PAGE-SDS, siendo los contaminantes
principales albumina y proteinas de bajo peso molecular, posiblemente fragmentos de apolipoproteina A.

Se afiadié polisorbato 20/TnBP (DD) a la disolucion de AAT segun el documento EP-A 0131740. Se cargd la AAT
tratada con DD sobre una columna de intercambio aniénico de Capto Q y se equilibré con tampoén A. En estas
condiciones de carga, el DD circulé mientras que las proteinas estaban unidas.

Se eluyd la AAT con tampon B. Se eluyeron las proteinas unidades usando una mayor concentracion salina (tampoén
C). La AAT obtenida en esta etapa era al menos un 90% pura y 95% activa por la actividad de unién a elastasa.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el aislamiento de a1-antitripsina (AAT) a partir de una disolucién que contiene albimina y
AAT, que comprende las etapas de:

(a) cargar la disolucién sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos metalicos en condiciones en
las que se retenga la AAT sobre el sustrato y no la albumina;

(b) lavar el sustrato para retirar las proteinas no unidas o débilmente unidas y eluir entonces selectivamente
la AAT desde el sustrato;

(c) cargar el eluido de AAT obtenido en la etapa (b) sobre un segundo sustrato de cromatografia de
quelatos metalicos en condiciones en la que la AAT permanezca en disolucién y no se retenga sobre el
sustrato;

(d) recoger la disolucién de AAT de la etapa (c); y

(e) llevar a cabo opcionalmente una o mas etapas de purificacién cromatografica complementarias de la
disolucion de AAT.

2. Un método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una etapa de purificacion
cromatografica adicional entre las etapas (b) y (c).

3. Un método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la etapa de purificacién cromatografica
complementaria y/o la etapa de purificacion cromatografica adicional es una etapa de cromatografia de intercambio
aniénico.

4. Un método para el aislamiento de AAT a partir de una disolucién que contiene albumina y AAT,
que comprende las etapas de:

(a1) retirar la albumina de la disolucion;

(b1) cargar la disolucion desprovista de albumina sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos
metdlicos en condiciones en la que la AAT permanezca en disolucion y no se retenga sobre el sustrato;

(c1) recoger la disolucion que contiene AAT;

(d1) cargar la disolucion obtenida en la etapa (c1) sobre un segundo sustrato de cromatografia de quelatos
metélicos en condiciones en las que la AAT se retenga sobre el sustrato; y

(e1) eluir selectivamente la AAT del segundo sustrato.

5. Un método para el aislamiento de AAT a partir de una disoluciéon que contiene albumina y AAT, que
comprende las etapas de:

(a2) retirar la albumina de la disolucion;

(b2) cargar la disolucion exenta de albumina sobre un primer sustrato de cromatografia de quelatos
metélicos en condiciones en las que la AAT se retenga sobre el sustrato;

(c2) eluir selectivamente la AAT del sustrato;

(d2) cargar la disolucién obtenida en la etapa (c2) sobre un segundo sustrato de cromatografia de quelatos
metélicos en condiciones en las que la AAT permanezca en disolucién y no retenga sobre el sustrato; y

(e2) recoger la disolucién que contiene AAT.

6. Un método segun la reivindicacién 4 o la reivindicacién 5, en el que la etapa de retirada de albumina de la
disolucién es una etapa de cromatografia de intercambio anidnico.

7. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el ligando quelante del primer y/o segundo
sustrato de cromatografia de quelatos metdlicos es acido nitrilotriacético (NTA) o acido iminodiacético.

8. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que eI2 ion 2metaléco del sustrato de
+ + + +
cromatografia de quelatos metalicos se selecciona del grupo consistente en Zn“", Ni“", Cu”’, Co”" y Fe?

9. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el sustrato de cromatografla de quelatos
metélicos sobre el que va a retenerse la AAT es agarosa con acido iminodiacético cargado con iones cu®
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10. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el sustrato de cromatografia de quelatos

metalicos usado en la etapa de cromatc%grafl'a de quelatos metélicos en el que la AAT permanece en disolucion es
. ¥

agarosa con NTA cargado con iones Cu”".

11. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la disolucion que contiene albumina y AAT
es plasma o una fraccion plasmatica, preferiblemente plasma humano o una fraccién plasmatica humana.

12. Un método segun cualquier reivindicaciéon precedente, en el que la disolucion que contiene albumina y AAT
comprende principalmente AAT, glucoproteina acida a1, transferrina, haptoglobina, glucoproteina a2 HS,
hemopexina, a2-macroglobulina, a1-antiquimotripsina y albumina.

13. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende adicionalmente al menos una etapa
de concentracién y/o purificacion, preferiblemente seleccionada del grupo consistente en diafiltracion, ultrafiltracién,
cromatografia de flujo, cromatografia de quelatos metalicos suplementaria y cromatografia de hidroxiapatito.

14. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende adicionalmente al menos una etapa
de retirada de contaminantes, preferiblemente una etapa de inactivacion o retirada virica.

15. Un método segun la reivindicacion 14, en el que la etapa de inactivacion o retirada virica comprende
tratamiento con disolvente-detergente y/o filtracion virica.

16. Un método segun la reivindicacion 15, en el que la etapa de tratamiento con disolvente-detergente ocurre
antes de la etapa en la que se retiene la AAT sobre un sustrato de cromatografia.

17. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende adicionalmente formular la AAT
obtenida para uso farmacéutico.
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