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DESCRIPCION
Aislamiento de proteinas de plasma o suero
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al fraccionamiento y aislamiento a gran escala de proteina(s), tal como proteina(s) de
plasma o suero humano, a partir de una solucioén de proteina. En particular, la presente invencion se refiere una fabricacion
a gran escala de proteinas terapéutica (s) de plasma o suero a partir de fuentes tales como sangre, plasma, suero u otras
fuentes derivadas de sangre usando un adsorbente acoplado con un ligando para la captura de la (s) proteina (s), a partir de
la solucién de proteina.

Antecedentes técnicos y técnica anterior

La sangre humana y animal de comprende muchas proteinas y enzimas, que poseen propiedades de terapéuticas y
potencialmente para salvar vidas. Algunas de estas proteinas se pueden encontrar en las células rojas de la sangre,
mientras que otras se encuentran en solucién en el plasma o suero. Desde mediados del siglo 20 tales proteinas han sido el
objetivo del aislamiento a gran escala y especifico con el propésito de purificar y estandarizar las proteinas para el uso como
agentes terapéuticos humanos. Ejemplos de proteinas de la sangre notables que estan actualmente disponibles como
productos terapéuticos aislados son: albimina, inmunoglobulina G, Factor VIII e inhibidor de la alfa-1-proteinasa. Algunas de
estas proteinas se producen en la escala de varios miles de kilogramos por afio (albumina e 1gG), mientras que otras se
producen sélo en gramo a kilogramo por escala al afio. Sin embargo, a nivel mundial se procesan muchos millones de litros
de sangre al afio con el propdsito de aislar estas proteinas.

La sangre, plasma sanguineo y suero sanguineo son proteinas extremadamente complicadas que contienen soluciones que
comprenden muchos otros tipos de compuestos distintos de la proteina (s) o enzima (s) de interés, todo cuidadosamente
equilibrado y regulado para trabajar en el torrente sanguineo en un muy amplio intervalo de funciones bioquimicas
complicadas tales como transporte de oxigeno, la defensa inmunolégica y el sistema de coagulaciéon que previene el
sangrado excesivo a partir de las heridas. Especialmente cuando se extrae la sangre de un animal y expone a la atmdsfera
y la superficie de diferentes tipos de envases se vuelve muy inestable Aunque los agentes quimicos, tales como heparina y
citrato de sodio, se pueden afiadir para aumentar la estabilidad y para un cierto grado prevenir la coagulaciéon del plasma
sanguineo obtenido por la separacion de las células de la sangre, el plasma sera todavia muy fragil, altamente concentrado
y la solucién de proteina viscosa comprendiendo ademas cantidades significativas de lipidos. A pesar de la adicion de
estabilizadores cualquier manipulacion o alteracion de la composicion de plasma implica el riesgo de desestabilizacion
accidental, que puede causar la activacion de la cascada de la coagulacion, precipitacion de por ejemplo componentes
lipidicos asi como la desnaturalizacién de la proteina (s) objetivo y de ese modo hace la sangre muy dificil de trabajar. Asi,
cualquier método empleado para aislar las proteinas a partir de la sangre o soluciones derivadas de sangre debe tomar en
consideracion la inestabilidad inherente de la solucién y las propias proteinas. Esto ha demostrado ser un reto muy
importante para la produccién a gran escala de productos terapéuticos a partir de sangre.

Ademas, desde un punto de vista tecnoldgico la complejidad e inestabilidad de la sangre hace la separacién y aislamiento
de las proteinas de la sangre mucho mas complicado y econdmicamente exigente que el aislamiento de proteinas a partir de
otros tipos de solucidn de proteina tales como sobrenadantes de cultivo de células de mamiferos y caldo de fermentacion a
partir de microorganismos modificados genéticamente como se usa tipicamente en la industria de la biotecnologia. Ademas,
la industria de la biotecnologia so6lo aislara tipicamente un producto especifico a partir de un sobrenadante de cultivo celular,
mientras que por razones economicas y éticas la industria terapéutica del fraccionamiento de la sangre generalmente debe
aislar la mayor cantidad de productos como sea posible a partir de la cantidad limitada de sangre disponible.

El costo de la sangre, suero y plasma ha aumentado muy significativamente durante las Gltimas décadas siendo la principal
razon debido al aumento del costo de las medidas de seguridad necesarias para prevenir propagar las enfermedades virales
de los donantes de sangre a los destinatarios de los productos de la sangre. Por mas de 10-20 afios el costo muy alto del
plasma sanguineo, asi como el aumento de los costos para implementar las etapas de eliminacion viral y otras medidas de
seguridad durante el proceso ha puesto a la industria de fraccionamiento de sangre bajo una presion significativa para
aumentar el rendimiento por litro de los productos individuales tales como inmunoglobulina G (IgG) e inhibidor de la alfa-1-
proteinasa.

Ademas, generalmente existe una fuerte necesidad de ampliar el nimero de productos que se pueden producir a partir de la
misma cantidad de plasma es decir, producir un mayor namero de diferentes proteinas a partir del plasma, sin dejar de ser
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capaz de producir los productos existentes en rendimientos aceptables. La industria del fraccionamiento de la sangre ha
experimentado que estas necesidades largamente sentidas son dificiles de satisfacer con la tecnologia conocida y, aunque
se han hecho intentos durante mucho tiempo para emplear técnicas de adsorcion modernas como una alternativa a los
métodos de precipitacién establecidos existen todavia problemas importantes en términos de factibilidad econémica y
robustez del procesamiento de los métodos de adsorcion hasta ahora descritos.

Uno de los métodos usados convencionalmente para el fraccionamiento de proteina (s) de plasma sanguineo o del suero
sanguineo se ha descrito en US 2,390,074 (Cohn y otros) que describe un método para la fraccionamiento de proteinas de
plasma o suero en gran escala que utilizan la precipitacion con etanol y regula la temperatura, pH, fuerza idnica y tiempo
para controlar la precipitacién de ciertas proteinas de plasma humano. El método de fraccionamiento implica la adicion
gradualmente de etanol a la materia prima de plasma para obtener varios precipitados (fracciones) y los sobrenadantes
correspondientes que comprenden diferentes soluciones de proteinas enriquecidas.

Un inconveniente del método de precipitacion con etanol descrito por Cohn y otros es que algunas proteinas tienden a
desnaturalizar durante el proceso lo que resulta en la disminucion del rendimiento de la proteina que se aisla y la
contaminacion con agregados que necesitan que se eliminen antes de que se pueda obtener un producto terapéutico
aceptable. Ademas, durante este método de fraccionamiento las proteinas precipitadas se tienen que resolubilizar para su
procesamiento adicional. Tales soluciones de proteinas resolubilizadas pueden comprender niveles significativos de
proteina insoluble (desnaturalizada) y material lipidico que lo hace dificil y que requiere mucho tiempo para elaborar el
producto objetivo, lo que contribuye ademas significativamente a la pérdida de producto valioso. Ademas, es caracteristico
de este proceso que una proteina especifica se pueda distribuir en varias de las fracciones obtenidas durante la adicién
gradualmente de etanol, que a su vez resulta en rendimientos bajos y elaboraciéon que requiere mucho tiempo de las
fracciones de proteinas re-combinadas.

En el fraccionamiento de por ejemplo el inhibidor de la alfa-1-proteinasa o inmunoglobulinas, tal como IgG, usando el
método de fraccionamiento descrito por Cohn y otros el rendimiento del inhibidor de la alfa-1-proteinasa es tan bajo como
10-20 % y el rendimiento de IgG es tan bajo como 40-50 %. Sin embargo, ya que estos productos son muy necesarios y
como existe un desabastecimiento del producto para satisfacer las necesidades de los pacientes, nuevos métodos para
aislar tales productos son muy necesarios donde se reduce la pérdida de producto.

Durante la udltima década se han hecho muchos intentos para desarrollar un proceso de fraccionamiento que pueda
proporcionar un aumento del rendimiento usando una variedad de otras técnicas, incluyendo la cromatografia. Sin embargo,
los inconvenientes asociados con las técnicas de adsorcion conocidas tales como regimenes de flujo bajo y capacidades de
union bajo lo que resultan en una baja productividad asi como falta de robustez y dificultades en la aplicacién de
procedimientos de limpieza seguros han hecho dificil equilibrar el rendimiento y economia implicada en el fraccionamiento
de proteinas de suero y plasma sanguineo. El nicleo de los procesos de fabricacion industriales existentes por lo tanto,
todavia se basa en el trabajo de Cohn y otros.

Los procesos de aislamiento y purificacién usados en la actualidad han demostrado ser insuficientes y las impurezas trazas
resultantes de los procesos de purificacion ineficientes pueden ser capaces de estimular una respuesta inmune en los
pacientes. Ademas, los procesos de purificacion que no logran separar la parte activa e inactiva del producto, como los
procesos usados actualmente, pueden dar lugar a un producto con eficacia impredecible y una actividad especifica, que
varia entre lotes separados.

Incluso los intentos de desarrollar técnicas de adsorcién avanzadas tales como la adsorcion de lecho expandido, que se
introdujo por primera vez a principios de 1990, no han logrado mejorar el empleo de las técnicas de adsorcion. Finette
G.M.S. y otros, Biotechnol. Prog., 1998, 14, pp286-293, asi describe la aplicacion de un adsorbente que tiene un diametro
de particula medio de 180 micras y una densidad de 1.79 g/ml de lecho compactado y la adsorcién de lecho expandido del
inhibidor de -1- proteinasa a partir de la fraccién I+l de Cohn. Los autores concluyen que un régimen de flujo volumétrico
de 0.2 ml/min (correspondiente a un régimen de flujo lineal de 0.1 cm/min 0 60 cm/hora) resultard en un rendimiento del
inhibidor de la alfa-1-proteinasa de 50 %.Los autores afirman ademés que los regimenes de flujo méas altos disminuiran el
rendimiento asi como perturbaran el flujo de pistén en la columna. Tales regimenes de flujo bajos no son econémicamente
atractivas y por lo tanto prohiben el uso de ejemplo adsorcién de lecho expandido para el fraccionamiento industrial de
proteinas de la sangre.

Otros intentos para aplicar la adsorcién de lecho expandido para el aislamiento de proteinas de plasma humano confirman
los regimenes de flujo bajos aplicados con técnicas anteriores. US 6,617,133 describe asi el uso de un adsorbente
Streamline SP (Amersham Biosciences), que de acuerdo con el proveedor, tiene un didmetro de particula medio en
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volumen de 200 micras y una densidad de 1.20 g/ml para el aislamiento de la albdmina sérica humana usando un régimen
de flujo de la aplicacion de la materia prima de 100 cm/hora. Un régimen de flujo bajo de este tipo es limitante de la
productividad del sistema de adsorcion y asi requiere columnas muy grandes y resulta en materiales de alto costo por
unidad de albamina humana producida.

WO002/096215 describe un método de fraccionamiento de una mezcla que contiene proteina en donde la mezcla que
contiene proteina se selecciona del grupo que consiste de leche, productos derivados de la leche, materias primas
derivadas de la leche, productos derivados de vegetales, extractos derivados de vegetales, productos derivados de frutas,
extractos derivados de frutas, productos derivados de pescado, y extractos derivados de pescado, dicho método que
comprende las etapas de:

(a) opcionalmente ajustar el pH de la mezcla;

(b) aplicar dicha mezcla a una columna de adsorcidon que comprende un adsorbente, dicho adsorbente comprende una
particula con al menos un nucleo no poroso de alta densidad rodeado por un material poroso, el adsorbente tiene una
densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml y un tamafio de particula medio en volumen de a lo maximo 150 ym;

(c) opcionalmente lavar la columna;

(d) eluir al menos una proteina del adsorbente.

Burnouf (J Chromatogr. B 664 (1995) 3-15) es un articulo de revisiéon que trata sobre las formas en que se ha usado el
fraccionamiento cromatografico en el fraccionamiento del plasma. En consecuencia, se desea por lo tanto un proceso para
el fraccionamiento de proteinas de suero o plasma que es rapido, robusto (es decir, siendo fiable durante la operacién diaria
con tiempo de detencion bajo), especifico y seguro, y que al mismo tiempo proporciona un rendimiento y pureza mejorada
de los productos de interés durante el procesamiento y de ese modo facilita un equilibrio aceptable y mejorado entre el
rendimiento y la economia, en comparacion con los procesos usados convencionalmente, por ejemplo el proceso descrito
por Cohn y otros, y que resuelve los problemas anteriormente mencionados. Un proceso de este tipo se proporciona en la
presente descripcion.

Resumen de la invencién

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un proceso para el aislamiento y/o fraccionamiento de soluciones de
proteinas. El proceso de la presente invencion es rapido, robusto, especifico y seguro, y proporciona un rendimiento y
pureza mejorada del producto de interés durante el procesamiento y de ese modo facilita un equilibrio mejorado y aceptable
entre el rendimiento de producto y la economia implicada, en comparacion con los métodos usados convencionalmente. El
proceso de acuerdo con la invencioén es particularmente adecuado para la produccién a gran escala.

Asi, la presente invencién proporciona un proceso para el aislamiento a gran escala de proteinas a partir de una solucién de
proteina donde la solucién de proteina se obtiene a partir de sangre humana, tal como suero humano y/o plasma humano,
en el proceso en que se separan la albimina y la IgG uno del otro, dicho procedimiento que comprende las etapas de:

a) opcionalmente ajustar el pH de la solucién de proteina a un pH preestablecido;

b) opcionalmente ajustar la fuerza i6nica o conductividad de la solucion de proteina a una fuerza iénica preestablecida o
una conductividad preestablecida;

c¢) aplicar dicha solucién de proteina a una columna de adsorcion que comprende un adsorbente, dicho adsorbente
comprende una particula con al menos un nacleo no poroso de alta densidad, rodeado por un material poroso, el
adsorbente comprende una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml y un diametro de particula medio en volumen de
a lo maximo 150 pm;

d) lavar una o mas de las proteinas a aislar a través del adsorbente, sin una o mas proteinas que se unen
especificamente al adsorbente, para obtener una fraccién de material no enlazado;

e) someter el adsorbente a un tampon de elucion para eluir al menos una de las proteinas enlazadas especificamente al
adsorbente;

en donde tanto:

la albumina e IgG se obtienen a partir del adsorbente por elucién gradualmente; o
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la albumina se obtiene como material no enlazado a partir del adsorbente y posteriormente la 1gG se obtiene del
adsorbente por elucién gradualmente.

Preferentemente, el proceso es un proceso de adsorcion de lecho expandido.

Preferentemente, después de la etapa (e), el adsorbente se somete a al menos un tampon de elucidn para eluir al menos
una proteina adicional enlazada especificamente al adsorbente.

Preferentemente, la solucion de proteina no se complementa con un alcohol.

Preferentemente, la solucion de proteina se somete a al menos un tratamiento de eliminacién del virus. Adecuadamente, el
tratamiento de eliminacion de virus se realiza antes de contactar la solucion de proteina con el adsorbente. Adecuadamente,
el tratamiento de eliminacion de virus implica la adiciéon de detergente y/o un disolvente orgénico, tal como Tween, Tritén, tri-
n-butilfosfato, a la solucién de proteina.

[0022] Preferentemente, el adsorbente comprende un polimero matriz funcionalizado que lleva una pluralidad de grupos
funcionales unidos covalentemente que comprenden un sistema de anillo aromatico o heteroaromatico y/o uno o mas
grupos acidos. Preferentemente el grupo funcional se selecciona del grupo que consiste de acido 2-mercaptobenzoico,
acido 2-mercaptonicotinico, acido 2-aminobenzoico, acido 3-aminobenzoico, y acido 4-aminobenzoico, acido 4-hidroxifenilo-
mercapto-acético, acido 4-hidroxifenilo-mercapto-propiénico, acido 4-hidroxifenilo-mercapto-butanoico, acido 2,3-dihidroxi-
benzoico, acido 2,4 dihidroxi-benzoico, acido 2,5 di-hidroxi-benzoico, acido 2,6 dihidroxi-benzoico, acido 3,4-dihidroxi-
benzoico, &cido 3,5-dihidroxi-benzoico, acido mercaptobencimidazol sulfénico, &acido ortanilico, acido metanilico, acido
sulfanilico, acido 4-metilanilina-2-sulfénico, &cido 4-metoxianilina-2-sulfénico, &acido anilina-2,5-disulfénico, é&cido N-
metilmetanilico, acido 7-amino-1-naftol-3-sulfénico, acido 1-naftol-4-sulfénico, acido 2-naftol-6-sulfénico y acido 2-hidroxi-3-
naftoico, y acido 2-mercaptobenzimidazol-sulfénico, acido 3,4-diaminobenzoico, y acido 2-(4-aminofeniltio)acético.

Preferentemente, las proteina en sangre humana se seleccionan del grupo que consiste de IgA, IgM, IgD, IgE, inhibidor de
la alfa-1-proteinasa, proteina de procoagulacién de la sangre, proteina anticoagulante de la sangre, agente trombolitico,
proteina anti-angiogénica, a-2-antiplasmina, inhibidor de la esterasa C-1, apolipoproteina, HDL, LDL, fibronectina, beta-2-
glicoproteina |, fibrinbgeno, plasminégeno, plasmina, activador del plasmindgeno, inhibidor del plasminégeno, inhibidor de la
proteasa plasmatica, anti-trombina Ill, estreptoquinasa, inhibidor de inter-alfa-tripsina, a-2-macroglobulina, proteina amiloide,
ferritina, pre-albdmina, GC-globulina, hemopexina, C3-complemento, transferrina, uroquinasa, a-1-acido-glicoproteina, y los
factores de coagulacion o anti-coagulacion tal como Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VI, factor von Willebrand,
complejo Factor VIII - factor von Willebrand, Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor C 1, proteina C y/o proteina S.

Preferentemente, al menos dos fracciones de proteina se proporcionan por el proceso. Preferentemente, cada una de las
fracciones de proteina obtenidas en el proceso tiene una cantidad de contaminacioén cruzada de proteinas de menos que
20%.

Preferentemente al menos 2, tal como 3, por ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo 6 de las proteinas seleccionadas del grupo
que consiste de IgA, IgM, IgD, IgE, inhibidor de la alfa-1-proteinasa, proteina de procoagulacién de la sangre, proteina
anticoagulante de la sangre, agente trombolitico, proteina anti-angiogénica, a-2-antiplasmina, inhibidor de la esterasa C-1,
apolipoproteina, HDL, LDL, Fibronectina, beta-2-glicoproteina |, fibrinégeno, plasmindégeno, plasmina, activador del
plasmindgeno, inhibidor del plasmindgeno, inhibidor de la proteasa plasmatica, anti-trombina Ill, estreptoquinasa, inhibidor
de inter-alfa-tripsina, a-2-macroglobulina, proteina amiloide, ferritina, pre-albumina, GC-globulina, hemopexina,
complemento-C3, transferrina, uroquinasa, a-1-acido-glicoproteina, y los factores de coagulaciéon o anti-coagulacién tales
como Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VI, factor de von Willebrand, complejo Factor VIII - factor von Willebrand, Factor
IX, Factor X, Factor XI, inhibidor de C1, proteina C y/o proteina S se separan simultaneamente entre si en al menos 2, tal
como 3, por ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo 6 fracciones individuales de proteina.

Descripcion detallada de la invencion

Durante la ultima década el desarrollo dentro de la adsorcién de lecho expandido ha ganado cada vez mas la atencion
debido a la gran aplicabilidad para la purificacion a gran escala. Las proteinas se pueden purificar a partir de una solucién
cruda de proteina sin la necesidad de clarificacion por separado, concentracién y otros tipos de purificacion inicial para
eliminar la materia en particulas. Los adsorbentes, usados para la adsorcién de lecho expandido, capturan las moléculas
objetivo usando los mismos principios como la cromatografia de afinidad, intercambio i6nico o interaccion hidréfoba.
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El concepto bésico y la técnica anterior en el campo de la adsorcion de lecho expandido se han descrito en, por ejemplo. EP
0 722 771, WO 01/85329, WO 92/18237, WO 2000/25884, WO 02/05923, WO 99/65586 y WO 00/57982 que da a conocer
los diferentes tipos de aparatos y equipos de adsorcion de lecho expandido, asi como diferentes tipos de particulas de
adsorcion las que los presentes inventores encontraron que se adaptan adecuadamente o se desarrollan adicionalmente
para el aislamiento de proteinas de suero o plasma como se describe en la presente invencion.

El proceso de acuerdo con la presente invencion se puede realizar a una gran escala. En el presente contexto, el término
"gran escala" se refiere al procesamiento de un volumen de materia prima de al menos 1 litro por ciclo de adsorcion, tal
como al menos 5 litros por ciclo de adsorcién, tal como al menos 10 litros por ciclo de adsorcion, tal como al menos 25 litros
por ciclo de adsorcion, tal como al menos 100 litros por ciclo de adsorcion, tal como al menos 1000 litros por ciclo de
adsorcion y asi distinguir la invencion de cualquier experimentos a escala analitica y pequefia que no se refieren a los
requisitos severos de robustez y reproducibilidad como en un medio ambiente de produccién a gran escala industrial.

La solucion de proteina

De acuerdo con la presente invencion, las proteinas de interés se separan y aislan a partir de una solucién de proteina. La
solucién de proteina se obtiene a partir de sangre humana, tal como suero humano, y/o plasma humano,

En una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina usada puede complementarse con un alcohol.

En el presente contexto, el término "complementado con un alcohol" se refiere a la adicién de un alcohol a la solucién de
proteina para lograr la separacion de al menos dos componentes presentes en la solucién de proteina por lo cual un
componente se volvera presente en un sobrenadante y el otro componente se volverd presente en una fraccion.
Particularmente tal separacion de la solucion de proteina implica gradualmente aumentar la cantidad de alcohol afiadido a la
solucién de proteina y de ese modo separar al menos una proteina de suero o plasma de la solucion de proteina. En el
curso del proceso de separacion la (s) proteina (s) de interés puede (n) estar presente(s) ya sea en el sobrenadante o en la
fraccion. En una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina se complementa con un alcohol para
comprender al menos 0.1 vol.% de un alcohol, por ejemplo al menos 0.5 vol. %, tal como al menos 0.75 vol. %, por ejemplo
al menos 1.0 vol. %, tal como al menos 1.5 vol. %, por ejemplo al menos 2.0 vol. %, tal como al menos 3.0 vol. %, por
ejemplo al menos 5.0 vol. %, tal como al menos 7.5 vol. %, por ejemplo al menos 10.0 vol. %, tal como al menos 20 vol. %,
por ejemplo al menos 25.0 vol. %, tal como al menos 40 vol. %, por ejemplo al menos 50.0 vol. %, tal como al menos 60 vol.
%, por ejemplo al menos 75.0 vol. %.

En adn una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina tiene un contenido de alcohol de al menos 0.1 vol.%
de un alcohol, por ejemplo al menos 0.5 vol. %, tal como al menos 0.75 vol. %, por ejemplo al menos 1.0 vol. %, tal como al
menos 1.5 vol. %, por ejemplo al menos 2.0 vol. %, tal como al menos 3.0 vol. %, por ejemplo al menos 5.0 vol. %, tal como
al menos 7.5 vol. %, por ejemplo al menos 10.0 vol. %, tal como al menos 20 vol. %, por ejemplo al menos 25.0 vol. %, tal
como al menos 40 vol. %, por ejemplo al menos 50.0 vol. %, tal como al menos 60 vol. %, por ejemplo al menos 75.0 vol. %,
tal como al menos 77 vol. %.

En el presente contexto el término "sobrenadante" se refiere a una fase liquida, la cual yace por encima de una fraccion
liquida, un fragmento del sedimento o un fragmento precipitado obtenido por la adicion de un alcohol a la solucién de
proteina, de acuerdo con la presente invencion.

En el presente contexto el término "fraccién" se refiere a una porcion de la solucién de proteina, la cual se puede separar
del sobrenadante por un proceso de fraccionamiento, tal como filtracién, microfiltracién, centrifugacion, destilaciéon o
cromatografia y la fraccion puede ser ya sea una combinacién de compuestos o un compuesto puro. En una modalidad de la
presente invencion la fraccion puede estar en la forma de un liquido (una fraccion liquida), un sedimento (una fraccién
sedimento) o un precipitado (una fraccién precipitada).

En una modalidad de la presente invencion la solucién de proteina puede complementarse con un alcohol seleccionado del
grupo que consiste de metanol, etanol, n-propanol, i-propanol, n-butanol, i-butanol, s-butanol, t-butanol, metilenglicol,
etilenglicol, propilenglicol, dietilenglicol, metileno-etilenglicol, y dimetilenglicol.

En una modalidad preferida de la presente invencion la solucién de proteina comprende plasma o suero humano. En ain
una modalidad de la presente invencién, la solucién de proteina comprende fraccién(es) de suero o plasma humano y/o
sobrenadante(s) de plasma o suero.
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Ademas, en una modalidad de la presente invencion las fracciones obtenidas a partir de un precipitado resubilizado, se
pueden obtener por adicién gradual de alcohol a la solucion de proteina. Particularmente, una fraccion de plasma o suero
se pueden proporcionar a partir de un precipitado resolubilizado obtenido por la adicién de alcohol al plasma o suero.

De acuerdo con la presente invencién una solucién de proteina se puede obtener a partir de la solucioén de proteina y puede
comprender la combinacién de uno o mas sobrenadante (s) y/o uno o més fracciones resolubilizadas. Particularmente una
solucion de proteina de plasma o suero humano se puede obtener por recombinacion de uno o méas sobrenadantes y/o uno
0 més precipitados resolubilizados obtenidos por la adicion de alcohol a plasma o suero humano.

En una modalidad de la presente invencion la temperatura de la solucion de proteina puede estar en el intervalo de -5 a 50
C, con mayor preferencia en el intervalo de -5 a 40 <C, aln con mayor preferencia en el intervalo de -5 a 30 C, adn con
mayor preferencia en el intervalo de -5 a 20 C, al n con mayor preferencia en el intervalo de 0 a 10 °C o en el intervalo de 0
a 50 T, con mayor preferencia en el intervalo de 10 a 50 C, aun con mayor preferencia en el interval o de 20 a 50 C, aun
con mayor preferencia en el intervalo de 30 a 50 T, aun con mayor preferencia en el intervalo de 40 a 50 C.

El método de fraccionamiento/separacion

Como se menciond anteriormente la forma convencional de fraccionamiento de soluciones de proteinas implica el método
descrito por Cohn y otros que implica adicion gradual de alcohol a la solucién de proteina por lo que la proteina (s) de
interés se separa (n) gradualmente de la solucién de proteina. Este proceso ha sido descrito en méas detalle en: Cohn y
otros, "Separation into Fractions of Protein and Lipoprotein Components" J. Am. Chem. Soc, 68, 459-475, 1946; E, 3. Cohny
otros, Preparation and Properties of Serum and Plasma Proteins, IV, A System for the Separation into Fractions of the
Protein and Lipoprotein Components of Biological Tissues and Fluids, The Journal of the American Chemical Society, vol.
LXVIII (Ene.-Jul. 1946), pags. 459-475;US 2,390,074 y US 2,469,193 los que se incorporan como referencia.

En el presente contexto, los términos " fraccionamiento" y " separacion” se usan indistintamente y se refieren al proceso de
preparacién de la solucién de proteina antes de contactar con el adsorbente para el aislamiento de la proteina (s) de interés.

En una modalidad de la presente invencion un fraccionamiento gradualmente de soluciones de proteinas por la adicion de
alcohol para obtener proteina (s) se puede ilustrar por uno o mas de las siguientes operaciones:

(i) La solucion de proteina, tal como el plasma se puede inicialmente congelar y después someter a un procedimiento
lento y controlado de congelacion, por lo cual se forma un crioprecipitado que comprende Factor VIII (en conjunto con el
factor de von Willebrand, vWF) y fibrinégeno y un sobrenadante (denominado plasma pobre en crio).

(i) La fraccidon crioprecipitada obtenida en (i) se puede resolubilizar para formar una soluciéon de proteina y la(s)
proteina(s) se puede(n) aislar contactandola (s) con un adsorbente. Particularmente la(s) proteina(s) tal como Factor VIII
, VWF y fibrin6geno se pueden aislar a partir de la solucién de proteina obtenida de la fraccion resolubilizada.

(i) El sobrenadante de (i), plasma pobre en crio, se puede complementar con alcohol y se forman la fracciéon | (un
precipitado) y sobrenadante.

(iv) El sobrenadante | se pueden complementar con més alcohol y se forman la fraccion [+l precipitada y sobrenadante
II+11l. La fraccion I+l se pueden separar y resolubilizar para formar una solucién de proteina y la(s) proteina(s) de
interés se puede(n) aislar contactando estas con un adsorbente. Particularmente la proteina (s) tal (es) como
inmunoglobulinas (tal como 1gG) se puede (n) aislar de la solucién de proteina obtenida a partir de las fracciones II+lll. El
sobrenadante I+l se comprenden principalmente de albimina e inhibidor de la alfa-1-proteinasa.

(v) El sobrenadante lI+lll se puede complementar ademas con alcohol y formar el sobrenadante V-1 y fraccion 1V-1
precipitada. La Fraccion IV-1 se puede separar y resolubilizar y formar una solucién de proteina y la(s) proteina (s) se
puede(n) aislar contactando estas con un adsorbente. Particularmente, la proteina (s) de plasma tales como inhibidor de
la alfa-1-proteinasa, anti-trombina Ill y complejo del Factor IX se pueden aislar de la solucién de proteina obtenida a
partir de la fraccién 1V-1.

(vi) El sobrenadante IV-1 se puede complementar con mas alcohol para formar la fraccién IV-4 precipitada y
sobrenadante 1V-4. La fraccion V-4 se puede separar y resolubilizar para formar una solucion de proteina y la proteina
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(s) de interés se puede(n) aislar contactando estas con un adsorbente. Particularmente Butirilcolinesterasa se pueden
aislar a partir de la solucién de proteina obtenida de la fraccion IV-4.

(vii) El sobrenadante VI -4 se puede complementar ademas con alcohol para proporcionar la fraccion V precipitada que
se pueden separar y resolubilizar para formar una solucién de proteina y la(s) proteina (s) de interés se puede(n) aislar
contactando estas con un adsorbente. Particularmente la albamina se puede aislar de la solucién de proteina obtenida a
partir de la fraccion V.

En una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina, puede seleccionarse del grupo que consiste de plasma
pobre en crio, sobrenadante |, sobrenadante Il+ll, sobrenadante IV-1, sobrenadante V-4, crioprecipitado resolubilizado,
fraccion | resolubilizada, fraccion 11 + Il resolubilizada, fraccion IV-1 resolubilizada, fraccién 1V-4 resolubilizada, fraccion V
resolubilizada y cualquier combinacién de estos.

En una modalidad particular de la presente invencion la solucién de proteina puede seleccionarse del grupo que consiste de
sobrenadante I, sobrenadante I1+lll, fraccion IV-1 resolubilizada, y cualquier combinacién de estos.

En aln una modalidad particular de la presente invencion la solucién de proteina puede seleccionarse del grupo que
consiste de sobrenadante I, sobrenadante II+lll, sobrenadante I+II+lll, y fraccién IV-1 resolubilizada y cualquier combinacion
de estos.

En una modalidad particular adicional de la presente invencién la solucién de proteina se puede seleccionar de el grupo de
sobrenadante | y fraccion Il + Il resolubilizada.

Las fracciones precipitadas se pueden resolubilizar en una amplia variedad de soluciones acuosas que incluyen agua pura.
En muchas modalidades preferidas, el medio de resolubilizacién sera un tampén acuoso que tiene un pH y fuerza i6nica
adecuada para la siguiente etapa de procesamiento corriente abajo por ejemplo una etapa de adsorcion de acuerdo con la
invencion.

En una modalidad de la presente invencion las fracciones precipitadas se pueden obtener a partir de un sobrenadante por
filtracion, centrifugacion, decantacion, ultrafiltracion y/o sedimentacion.

En una modalidad de la presente invencién la soluciéon de proteina puede obtenerse por el método de fraccionamiento de
Cohn como se describe por Cohn y otros, "Separation into Fractions of Protein and Lipoprotein Components" J. Am. Chem.
Soc, 68, 459-475, 1946; E. J. Cohn y otros, Preparation and Properties of Serum and Plasma Proteins, 1V, A System for the
Separation into Fractions of the Protein and Lipoprotein Components of Biological Tissues and Fluids, The Journal of the
American Chemical Society, vol. LXVIII (Ene.-Jul. 1946), pags. 459-475; US 2,390,074 y US 2,469,193.

En una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina comprende al menos una proteina de plasma o suero
obtenida del fraccionamiento de plasma o suero por adicién de etanol, por ejemplo el proceso de fraccionamiento de Cohn
original o variantes del mismo como el proceso de Cohn-Oncley.

La proteina

En la presente invencidn la proteina (s) que se aisla es una proteina de sangre humana, tal como una proteina de plasma o
una proteina de suero. En el presente contexto el término "proteina (s) de plasma o suero" se refiere a la proteina (s) que
es/son producidos o requerido(s) por el cuerpo humano. Normalmente estas proteinas de plasma o suero se incluyen en la
sangre de humanos y particularmente algunas de estas proteinas se encuentran originalmente en las células rojas de la
sangre, mientras que otras se encuentran en solucion en el plasma o suero.

El plasma es un componente de la sangre. Es el liquido en el que se suspenden las células de la sangre. El plasma
sanguineo contiene proteinas, lipidos, nutrientes, productos finales metabdlicos, hormonas y electrolitos inorgéanicos. El
plasma sanguineo se estabiliza tipicamente por la adicién de anticoagulantes tales como citrato de sodio, heparina y EDTA.

El suero es el mismo que el plasma sanguineo, excepto que los factores de coagulacion (tal como fibrindgeno y Factor VIII)
se han eliminado.

En una modalidad de la presente invencion, adicionalmente a la albimina o IgG una o més proteinas de plasma o suero a
ser aislada se seleccionan del grupo que consiste de IgA, IgM, IgD, IgE, inhibidor de la alfa-1-proteinasa (igual que a-1-
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antitripsina), proteina de procoagulacion de la sangre, proteina anticoagulante de la sangre, agente trombolitico, proteina
anti-angiogénica, a-2-antiplasmina, inhibidor de la esterasa C-1, apolipoproteina, HDL, LDL, Fibronectina, beta-2-
glicoproteina |, fibrinbgeno, plasminégeno, plasmina, activador del plasmindgeno, inhibidor del plasminégeno, inhibidor de la
proteasa plasmética, anti-trombina Ill, estreptoquinasa, inhibidor de inter-alfa-tripsina, a-2-macroglobulina, proteina amiloide,
ferritina, pre-albumina, GC-globulina, hemopexina, complemento-C3, transferrina, uroquinasa, a-1-acido-glicoproteina, y los
factores de coagulacién o anti-coagulacién tales como Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VI, factor von Willebrand,
complejo Factor VIII - factor von Willebrand, Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor Cl, proteina C y/o proteina S.

La columna

El adsorbente capaz de capturar la proteina (s) una o mas se lleva a cabo dentro de una columna. En el presente contexto,
el término "columna" se refiere a cualquier tipo de envase que se puede suministrar con al menos una entrada y al menos
una salida para la aplicacion de la solucién de proteina a la columna y eluir con posterioridad la proteina. La entrada y la
salida puede para ciertas columnas ser la misma ( por ejemplo, para tanques de adsorcién por lotes). La columna puede
estar en la forma de una columna de adsorcién de lecho expandido (EBA), columna de lecho compactado, una columna de
adsorcion de lecho fluidizado, una columna de adsorcion de lecho suspendido, reactor de membrana, o un tanque de
adsorcion por lote. La columna adsorbente se puede usar ya sea en un sistema discontinuo o en un sistema continuo.
Tipicamente la columna de lecho compactado y columnas de adsorcion de lecho expandido operan bajo condiciones de flujo
de pistén (es decir, sin retromezcla de liquido y turbulencia en el lecho adsorbente) mientras que las columnas de lecho
suspendido, y tanques de adsorcion por lotes operan con un alto grado de mezcla al menos en la mayor parte del volumen
de columna.

El hecho de que la tecnologia de EBA generalmente, pueda trabajar de manera eficiente con solucién de proteina no
clarificada hace esto atractivo para el aislamiento de proteinas. En comparacién con los procesos basados en técnicas de
adsorcion de lecho compactado EBA puede ofrecer un proceso sélido que comprende menos etapas y asi resultar en
rendimientos aumentados y una economia de proceso mejorada. Debido a la expansion del lecho adsorbente durante la
ejecucion de un proceso EBA, las columnas EBA aln se pueden escalar a escala industrial sin ninguna consideraciones
importantes con respecto a presiones posteriores aumentadas o fallo del proceso debido a la obstruccion del sistema que
frecuentemente es un problema cuando se usan columnas de lecho compactados.

De acuerdo con la presente invencion la solucion de proteina se aplica a una columna de lecho compactado o una columna
de lecho expandido que comprende un adsorbente.

En el presente contexto, el término "lecho compactado” se refiere a modalidades en donde las particulas adsorbentes se
emplean en columnas que operan con las particulas en un estado sedimentado o compactado en donde todas las particulas
se fijan en la parte superior mutuamente. Frecuentemente las columna de lecho compactado se equipan con adaptadores
superiores e inferiores que definen y fijan todo el lecho adsorbente completo para evitar cualquier movimiento de la particula
durante la operacion.

En el presente contexto, el término "lecho expandido” se refiere a modalidades en donde las particulas adsorbentes se
emplean en columnas que permiten al adsorbente expandir con un flujo de liquido hacia arriba a través de la columna. La
columna se disefiard para evitar el exceso de mezcla de liquido y turbulencia en la columna mientras que las particulas
adsorbentes individuales se mantienen en un estado dinamico no fijjo moviéndose sélo en una zona local estrecha en la
columna. Mientras los lechos expandidos preferidos tienen una pequefia zona de mezcla en la parte inferior de la columna
donde el liquido entrante se distribuye por toda la seccion transversal de la columna, los lechos expandidos generalmente
operan bajo condiciones de flujo de pistén en similitud con lechos compactados. En una modalidad de la presente invencién
el adsorbente se mantiene en una columna de adsorcién de lecho expandido y preferentemente se usa para el aislamiento a
gran escala de una o mas proteinas a partir de una solucion de proteina.

El adsorbente

Es un objeto adicional de esta invencién proporcionar un proceso para el aislamiento de proteina (s) a partir de una solucion
de proteina basado en la adsorcién a cualquier tipo de material en fase sélida de cualquier forma y formato, que incluye la
adsorcion de lecho compactado, adsorcién por lote, adsorcién de lecho suspendido, adsorcién de lecho expandido (EBA),
adsorcion de lecho fluidizado y adsorciéon basada en membrana. Ademas, la adsorcién se puede caracterizar por el uso de
las caracteristicas selectivas del adsorbente y/o quimica del ligando que permiten la unién especifica y posterior elucién de
sustancialmente solo una Unica sustancia biomolecular, o alternativamente, que permiten un grupo de unién especifica de
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algunas sustancias biomoleculares seguido por elucién selectiva y consecutiva de una o mas sustancias a partir del
adsorbente.

El adsorbente comprende un ligando adecuado para unir a una 0 mas proteina (s) de interés. En una modalidad de la
presente invencion el adsorbente se puede opcionalmente lavar y/o equilibrar con uno o mas tampén de lavado y/o
equilibrio. Para un amplia variedad de modalidades preferidas de la presente invencion es de importancia critica que el
adsorbente es una particula que tiene caracteristicas combinadas en términos de tamafio y densidad. Se ha encontrado asi
gque para soluciones de proteinas muy concentradas tales como plasma o suero es muy deseable emplear particulas que
tienen un didmetro de particulas medio en volumen de menos de 150 um para obtener una rapida y eficiente union a la
proteina (que es importante para la productividad y asi la economia de una planta la produccion). Sin embargo se ha
encontrado ademas que es la combinacion del diametro pequefio de las particulas adsorbente (mas abajo de 150 um) con
una cierta densidad minima (mas de 1.5 g/ml)) de particulas adsorbentes lo que permite mejoras significativas en la
productividad de la planta de produccién. De este modo se puede lograr una combinacién Unica de union rapida y eficiente
de la proteina con altos regimenes de flujo de liquido a través de las columnas empleadas para el proceso de adsorcion.
Particularmente para columnas no compactadas tales como por ejemplo columnas de lecho expandido y columnas de lecho
suspendido los altos regimenes de flujo de liquido obtenibles con los adsorbentes de acuerdo con la invencion pueden ser
significativas. Para columnas de lecho compactados puede ser una clara ventaja que las pequefias particulas adsorbentes
tienen una alta densidad que proporciona la sedimentacion rapida durante el procedimiento de empaque y de re-empaque,
que de otra forma es una etapa de proceso lento y exigente. Generalmente se encontré que un diametro medio en volumen
mas pequefio de las particulas puede desear una mayor densidad de las particulas.

Ejemplos de particulas adsorbentes comerciales que se pueden emplear para algunas de las modalidades de la presente
invencion son:

- FastLine UFC NNSDW, UpFront Chromatography A/S, Dinamarca que tiene un diametro de particulas medio en
volumen de 70 pum y una densidad de 2.9 g/ml.

- STREA MLINE Direct CST-1, Amersham Biosciences, Suecia que tiene un didmetro de particulas medio en volumen
de 135 pm y una densidad de 1.8 g/ml.

- Adsorbentes de intercambio iénico Q y CM HyperZ, Biosepra SA, Francia, que tienen un diametro de particulas medio
en volumen de 75 pm y una densidad de 3.2 g/ml.

Especificamente en la adsorcion de lecho expandido el régimen de flujo, el tamafio de las particulas y la densidad de las
particulas pueden todos tener influencia sobre la expansion de lecho expandido y es importante controlar el grado de
expansion de tal manera para mantener las particulas dentro de la columna cuando se trabaja con adsorcién de lecho
expandido. Para la aplicabilidad industrial puede ser de interés tener un alto régimen de flujo y una baja expansién. El grado
de expansioén se puede determinar como donde OH es la altura del lecho en el modo de lecho compactado sin flujo a través
de la columna) y H es la altura del lecho en el modo expandido (con un flujo dado a través de la columna). En una
modalidad de la presente invencion el grado de expansién esta en el intervalo de 1.1-6, tal como 1.1-5, por ejemplo 1.1-4,
tal como 1.2-5, por ejemplo 1.5-4 tal como 2-4, tal como, tal como 2-3, tal como 3-4. En otra modalidad de la presente
invencion el grado de expansion es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo maximo 1.5, por ejemplo a
lo maximo 1.8 tal como a lo maximo 2, tal como a lo méximo 2.5, por ejemplo a lo méximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por
ejemplo a 4, tal como a lo maximo 4.5. En aln una modalidad de la presente invencion el régimen de flujo es 5 cm/min y el
grado de expansiéon es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo méaximo 1.5, por ejemplo a lo maximo
1.8 tal como a lo méaximo 2, tal como a lo maximo 2.5, por ejemplo a lo méximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por ejemplo a 4,
tal como a lo maximo 4.5. En una modalidad adicional de la presente invencion el régimen de flujo es 7 cm/min y el grado de
expansion es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo maximo 1.5, por ejemplo a lo méximo 1.8 tal
como a lo maximo 2, tal como a lo maximo 2.5, por ejemplo a lo maximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por ejemplo a 4, tal
como a lo méximo 4.5. Todavia en una modalidad de la presente invencién el régimen de flujo es 10 cm/min y el grado de
expansion es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo maximo 1.5, por ejemplo a lo méximo 1.8 tal
como a lo maximo 2, tal como a lo maximo 2.5, por ejemplo a lo maximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por ejemplo a 4, tal
como a lo maximo 4.5. En aun una modalidad de la presente invencién el régimen de flujo es 15 cm/min y el grado de
expansion H/HO es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo maximo 1.5, por ejemplo a lo maximo 1.8 tal
como a lo maximo 2, tal como a lo maximo 2.5, por ejemplo a lo maximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por ejemplo a 4, tal
como a lo méaximo 4.5. Todavia en una modalidad de la presente invencién el régimen de flujo es 20 cm/min y el grado de
expansion H/HO es a lo maximo 1.2, por ejemplo a lo maximo 1.3, tal como a lo maximo 1.5, por ejemplo a lo maximo 1.8 tal
como a lo maximo 2, tal como a lo maximo 2.5, por ejemplo a lo maximo 3, tal como a lo maximo 3.5, por ejemplo a 4, tal
como a lo maximo 4.5.
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En una modalidad de la presente invencion el régimen de flujo lineal de la columna de lecho compactado o la columna de
lecho expandido puede ser al menos 2 cm/min, con mayor preferencia al menos 3 cm/min, ain con mayor preferencia al
menos 4 cm/min, aun con mayor preferencia al menos 5 cm/min, aln con mayor preferencia al menos 6 cm/min, adn con
mayor preferencia al menos 7 cm/min, ain con mayor preferencia al menos 8 cm/min, ain con mayor preferencia al menos
10 cm/min, atn con mayor preferencia al menos 12 cm/min, ain con mayor preferencia al menos 15 cm/min, alin con mayor
preferencia al menos 20 cm/min, adn con mayor preferencia al menos 25 cm/min, ain con mayor preferencia al menos 30
cm/min, ain con mayor preferencia al menos 40 cm/min, ain con mayor preferencia al menos 50 cm/min. En ain una
modalidad de la presente invencion el régimen de flujo lineal esté en el intervalo de 1-75 cm/min, tal como 2-75 cm/min, por
ejemplo 5-75 cm/min, tal como 7-75 cm/min, por ejemplo 10-75 cm/min, tal como 15-75 cm/min, por ejemplo 20-75 cm/min,
tal como 30-75 cm/min, por ejemplo 40-75 cm/min, tal como 50-75 cm/min, por ejemplo 1-50 cm/min, tal como 2-50 cm/min,
por ejemplo 2-30' cm/min, tal como 3-30 cm/min, tal como 3-20 cm/min, tal como 3-15 cm/min, tal como 4-30 cm/min, tal
como 4-25 cm/min, tal como 4-20 cm/min, tal como 4-15 cm/min, tal como 5-25 cm/min, por ejemplo 5-15 cm/min, tal como
5-10 cm/min, por ejemplo 5-7.5 cm/min, tal como 7.5 cm/min. Este aumento de los regimenes de flujo, en comparacion con
los regimenes de flujo convencionales usados (particularmente para columnas de lecho compactados), puede ser posible,
en gran medida debido al diametro de particula pequefio en conjunto con la alta densidad del adsorbente.

En una modalidad particular de la presente invencion la aplicacién de solucion de proteina a la columna adsorbente puede
realizarse con un régimen de flujo lineal de al menos 200 cm/hora, tal como al menos 300 cm/hora, con mayor preferencia al
menos 400 cm/hora, tal como al menos 500 o 600 cm/hora, tal como al menos 900 cm/hora.

En una modalidad de la presente invencion la columna puede comprender un adsorbente de alta densidad. En el presente
contexto, el término "adsorbente de alta densidad" se refiere a parte del grupo de adsorbentes e implica el lecho completo
de particulas adsorbentes presentes en la columna adsorbente. El término "particula adsorbente"” se usa de manera
intercambiable con el término "particula” y se refiere a las particulas Unicas individuales que componen el adsorbente en la
columna. La forma preferida de una particula adsorbente Unica es sustancialmente esférica. La forma global de las
particulas es, sin embargo, normalmente no muy critica, asi, las particulas pueden tener otros tipos de formas redondeadas,
por ejemplo, formas elipsoide, gotita y de frijol. Sin embargo, para ciertas aplicaciones (por ejemplo, cuando se usan
particulas en una configuracion de lecho fluidizado), puede ser preferido que al menos 95% de las particulas sean
sustancialmente esféricas. En el presente contexto los términos "didmetro de particula” y "tamafio de particula” se usan
intercambiables y se refieren al didmetro de un circulo que puede estar hecho alrededor de la particula y por lo tanto, se
puede considerar como el diametro de la particula en la parte més ancha de la particula.

La densidad de una particula adsorbente denota describir la densidad de la particula adsorbente en su estado
completamente solvatado (por ejemplo hidratado) a diferencia de la densidad de un adsorbente seco. En la presente
invencién se puede medir la densidad de la particula realizando el siguiente procedimiento: 1) drenar una muestra de
particulas adsorbentes por succion suave sobre un filtro de vidrio al vacio para eliminar el agua intersticial que ocupa el
espacio entre las cuentas individuales. 2) Pesar la muestra de particulas drenada para determinar la masa total de las
particulas. 3) Afiadir la cantidad total de muestra de particulas drenadas a una cantidad conocida de agua en un cilindro de
medicion y leer el aumento en el volumen total obtenido por la adicion de las particulas drenadas. 4) Calcular la densidad
dividiendo la masa total de las particulas drenadas con el aumento de volumen determinado en el punto 3.

En una modalidad de la presente invencion la densidad de la particula adsorbente puede estar en el intervalo de 1.5 g/ml a
20 g/ml, con mayor preferencia en el intervalo de 1.9-20, con mayor preferencia en el intervalo de 2.0 g/ml a 20 g/ml, con
mayor preferencia en el intervalo de 2.1 g/ml a 20 g/ml, con mayor preferencia en el intervalo de 2.3 g/ml a 20 g/ml, alin con
mayor preferencia en el intervalo de 2.5 g/ml a 20 g/ml, ain con mayor preferencia en el intervalo de 2.8 g/ml a 20 g/ml, por
ejemplo en el intervalo de 2.9 g/ml a 20 g/ml, ain con mayor preferencia en el intervalo de 3.0 g/ml a 20 g/ml, aun con mayor
preferencia en el intervalo de 3.5 g/ml a 20 g/ml, ain con mayor preferencia en el intervalo de 4 g/ml a 20 g/ml, aun con
mayor preferencia en el intervalo de 5 g/ml a 20 g/ml, ain con mayor preferencia en el intervalo de 10 g/ml a 20 g/ml, aun
con mayor preferencia en el intervalo de 15 g/ml a 20 g/ml, aiin con mayor preferencia en el intervalo de 4 g/ml a 15 g/ml,
aun con mayor preferencia en el intervalo de 4 g/ml a 10 g/ml, ain con mayor preferencia en el intervalo de 1.5 g/ml a 15
g/ml.

La densidad de la particula adsorbente de EBA puede ser significativa para las regimenes de flujo aplicables en relacién con
el grado maximo de expansién del lecho adsorbente posible dentro de la columna de EBA tipica (por ejemplo H/HO max 3-
5) y puede ser al menos 1.5 g/ml, con mayor preferencia al menos 1.8 g/ml, ain con mayor preferencia al menos 1.9 g/ml,
aun con mayor preferencia al menos 2.0 g/ml, ain con mayor preferencia al menos 2.1 g/ml, con la méaxima preferencia al
menos 2.3 g/ml, alin con mayor preferencia al menos 2.5 g/ml, ain con mayor preferencia al menos 2.8 g/ml, ain con mayor
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preferencia al menos 2.9 g/ml, ain con mayor preferencia al menos 3.0 g/ml, aun con mayor preferencia al menos 3.5 g/ml
para permitir una alta productividad del proceso.

En adn una modalidad de la presente invencion 85% en volumen de las particulas individuales del adsorbente tienen un
diametro dentro del intervalo de 5 a 200 micras (um), con mayor preferencia dentro del intervalo de 10 a 150 micras, aun
con mayor preferencia dentro del intervalo de 35 15 a 120 micras, alin con mayor preferencia dentro del intervalo de 20 a
100 micras, aun con mayor preferencia dentro del intervalo de 20 a 80 micras, aun con mayor preferencia dentro del
intervalo de 80 a 150 micras, y aun con mayor preferencia dentro del intervalo de 40 a 120 micras. En la presente invencién
el didmetro de particula promedio del adsorbente es 150 micras o menor, preferentemente 120 micras o menor, ain con
mayor preferencia 100 micras o menor, aun con mayor preferencia 80 micras o menor, ain con mayor preferencia 70 micras
0 menor, aun con mayor preferencia 60 micras o menor, ain con mayor preferencia 50 micras o menor, alin con mayor
preferencia 40 micras o menor.

Varios parametros que tienen una influencia en el régimen de flujo se pueden implementar en un proceso EBA. Las
propiedades de fluidizacion de las particulas adsorbentes (que pueden ser descritos por la ayuda de la Ley de Stokes)
determinan qué regimenes de flujo que se pueden aplicar para expandir el adsorbente y ain asi mantener el adsorbente
dentro de la columna. Los principales factores que influyen en esto son el diametro y la densidad de las particulas
adsorbentes en conjunto con la viscosidad del liquido que fluye a través de la columna. Sin embargo, las cinéticas de unién
y transferencia de masa relacionados con una aplicacion especifica son igualmente importantes para garantizar la eficiencia
y la productividad 6ptima del proceso EBA . Por ejemplo, puede ser posible correr en una columna EBA que contiene un
cierto adsorbente EBA a muy altos regimenes de flujo en términos de las propiedades de fluidizacién y expansion fisica,
mientras que el régimen de flujo alto aplicado resulta en una pobre e ineficiente adsorcién (es decir, una capacidad dinamica
baja), debido al hecho de que las moléculas objetivo que se enlazan no pueden difundir dentro y fuera de las particulas
adsorbentes para coincidir con este régimen de flujo (es decir, la cinética de transferencia de masa es el factor limitante).

Por consiguiente, en una combinacién de modalidades particularmente preferidas de la invencién, donde el régimen de flujo
lineal aplicado durante la aplicacion de la solucién de proteina esta por encima de 300 cm/hora, el diametro de particula
medio en volumen es de 150 pm o menos. Tipicamente, en modalidades donde se realiza el proceso de fraccionamiento en
un régimen de flujo lineal aplicado de por encima de 500 cm/min, el didmetro de particula medio en volumen es mas abajo
de 120 um, preferentemente mas abajo de 90 um. Tipicamente, en modalidades donde el proceso de fraccionamiento se
realiza en un régimen de flujo lineal aplicado de por encima de 600 cm/hora, el didmetro de particula medio en volumen es
preferentemente mas abajo de 85 um, con mayor preferencia méas abajo de 75 um.

Fundamentalmente la expresion de la distribucion del tamafio de particula en este contexto es el volumen sobre la base de
la comprension general en el campo de la técnica y como se describe por Malvern Instruments Ltd (Worcestershire, Reino
Unido) en su guia de Operadores (MAN 0320 Edicién 1.0, Marzo. 2004) a la Mastersizer 2000E, que describe la medicion de
la distribucion de tamafio de particula por la ayuda de dispersion de la luz.

Esto significa que, cuando el resultado indica, por ejemplo, que el 11% de una distribucion esta en la categoria de tamafio
de 65-78 um, esto significa que el volumen total de todas las particulas con didmetros en ese intervalo (dentro de la
categoria de tamafio 65-78) representa 11 % del volumen total de todas las particulas en la distribucion. El didmetro medio
en volumen (o didmetro en volumen medio) referido en el presente contexto se refiere al diametro medio en volumen
marcado "D(4,3) " por Malvern para el Mastersizer 2000E. Cada vez que un intervalo de tamafio de particula se refiere a tal
como "las particulas tienen un diametro de particula en el intervalo de X-Y pm" esto denota que se entiende como al menos
90% del volumen total de particulas tienen un didmetro en el intervalo de X-Y pm, tal como al menos 95 %, por ejemplo al
menos 98%, tal como al menos 99%.

Todavia en una modalidad de la presente invencién la densidad del adsorbente, didmetro de particula y el diametro de
particula medio en volumen como se describié anteriormente se pueden combinar de cualquier manera posible para
proporcionar el adsorbente mas adecuado para el aislamiento de una o mas proteina (s) de interés. En una modalidad de la
presente invencion la densidad del adsorbente puede estar en el intervalo de 1.5 a 10.0, 85% en volumen de las particulas
individuales del adsorbente pueden tener un didmetro dentro del intervalo de 10 a 150 micras, y el diametro de particula
medio en volumen puede estar en el intervalo de 15 a 100 micras. En otra modalidad de la presente invencion la densidad
del adsorbente puede estar en el intervalo de 2.0 a 5.0, 85% en volumen de las particulas individuales del adsorbente
pueden tener un didmetro dentro del intervalo de 20 a 140 micras, y el didmetro de particula medio en volumen puede estar
en el intervalo de 55 a 85 micras. En aln una modalidad de la presente invencion la densidad del adsorbente puede estar en
el intervalo de 2.5 a 3.5, 85% en volumen de las particulas individuales del adsorbente pueden tener un diametro dentro del
intervalo de 40 a 120 micras, y el diametro de particula medio en volumen puede estar en el intervalo de 60 a 80 micras.
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En una combinacién de modalidades preferidas, cuando el didmetro de particula medio en volumen puede ser 120 pm o
menor, la densidad de particula es al menos 1.6 g/ml, con mayor preferencia al menos 1.9 g/ml. Cuando el diametro de
particula medio en volumen es menor que 90 um la densidad debe ser al menos 1.8 g/ml o mas preferible al menos 2.0 g/ml.
Cuando el diametro de particula medio en volumen es menor que 75 pm la densidad debe ser al menos 2.0 g/ml, mas
preferible al menos 2.3 g/ml y mas preferible al menos 2.5 g/ml.

En la presente invencion la particula adsorbente comprende una particula con un diametro de particula medio en volumen
de a lo maximo 150 um y una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml, tal como una densidad de particulas de al menos
1.6 g/ml, por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.5
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml;
tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal
como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Preferentemente, la particula adsorbente comprende una particula
con un diametro de particula medio en volumen de a lo maximo 120 um y una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml;
tal como una densidad de particulas de al menos 1.6 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9 g/ml; tal
como una densidad de particulas de al menos 2.0 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3 g/ml; tal
como una densidad de particulas de al menos 2.5 g/ml, por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8; por
ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por
ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Con
mayor preferencia, la particula adsorbente comprende una particula con un didmetro de particula medio en volumen de a lo
méaximo 100 pum y una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 1.6
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.5
g/ml, por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml;
tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal
como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Ain con mayor preferencia, la particula adsorbente comprende una
particula con un diametro de particula medio en volumen de a lo maximo 90 um y una densidad de particulas de al menos
1.5 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 1.6 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9
g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3
g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.5 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8;
por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por
ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Aln
con mayor preferencia, la particula adsorbente comprende una particula con un didmetro de particula medio en volumen de
a lo maximo 75 um y una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml, tal como una densidad de particulas de al menos 1.6
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3 g/ml, tal como una densidad de particulas de al menos 2.5
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml;
tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal
como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Ain con mayor preferencia, la particula adsorbente comprende una
particula con un diametro de particula medio en volumen de a lo maximo 50 um y una densidad de particulas de al menos
1.5 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 1.6 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9
g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3
g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.5 g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8;
por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml; por
ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml. Aln
con mayor preferencia, la particula adsorbente comprende una particula con un didmetro de particula medio en volumen de
a lo maximo 40 pum y una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 1.6
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 1.9 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.0
g/ml; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.3 g/ml; tal como una densidad de particulas de al menos 2.5
g/ml, por ejemplo una densidad de particulas de al menos 2.8; por ejemplo una densidad de particulas de al menos 3.0 g/ml,
tal como una densidad de particulas de al menos 3.5 g/ml, por ejemplo una densidad de particulas de al menos 4.0 g/ml, tal
como una densidad de particulas de al menos 4.5 g/ml.

La particula adsorbente usada de acuerdo con la invencién debe ser al menos parcialmente permeable a la sustancia
biomolecular que se aisla para garantizar una capacidad de unién significativa en contraste con particulas impermeables
que solo se pueden enlazar la molécula objetivo en su superficie resultando en capacidad de unién relativamente baja. La
particula adsorbente puede estar en una matriz de diferentes estructuras, composiciones y formas.
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La alta densidad de la particula adsorbente se logra, en gran medida por la inclusiéon en una fase de polimero poroso, de
una cierta proporcion de un material de ndcleo no poroso denso. El nicleo no poroso preferentemente tiene una densidad
de al menos 4.0 g/ml, tal como al menos 5.0 g/ml, por ejemplo al menos 8.0 g/ml, tal como al menos 10 g/ml, por ejemplo al
menos 15 g/ml. Tipicamente, el material de nlcleo no poroso tiene una densidad en el intervalo de aproximadamente 4.0-25
g/ml, tal como aproximadamente 4.0-20 g/ml, por ejemplo aproximadamente 4.0-15 g/ml, tal como 12-19 g/ml, por ejemplo
14-18 g/ml, tal como aproximadamente 6.0-15.0 g/ml, por ejemplo aproximadamente 6.0-10 g/ml.

Otros tipos de particulas adsorbentes de alta densidad se basan en particulas hechas de un material poroso de alta
densidad, tal como éxido de zirconio, en el que los ligandos con poros para la adsorcion se pueden inmovilizar ya sea
directamente al material de alta densidad o a las redes de polimeros porosos cargados en los poros del material de alta
densidad, ver por ejemplo US 6,036,861 y WO 99/51316. A pesar de ser una forma atractiva de proporcionar una particula
adsorbente de alta y pequefia densidad tales tipos de adsorbentes tendran generalmente algunos inconvenientes debido a
la restriccion de la difusién en la estructura porosa y un contenido de volumen alto de la fase de alta densidad resultando en
volimenes bajos de unién de la proteina accesible.

Es de importancia central para una amplia variedad de modalidades preferidas de la invenciéon que la particula adsorbente
empleada de acuerdo a la invencion tiene un volumen alto de unién de la proteina accesible. En el presente contexto, el
término "volumen de unién de la proteina accesible de la particula” se refiere al volumen relativo de poro de cualquier tipo de
particula especifico, y se expresa como porcentaje en volumen con relacion al volumen de la cuenta completa (es decir, el
volumen ocupado por los poros/el volumen total de la cuenta x 100 %). Asi si se ocupa demasiado del volumen de la
particula por el material de alta densidad solamente pueden lograrse productividades baja de la columna.

En una modalidad de la presente invencion el volumen de unién de la proteina accesible de la particula del adsorbente
puede ser al menos 20%, con mayor preferencia al menos 30%, aln con mayor preferencia al menos 40%, aun con mayor
preferencia al menos 50%, aln con mayor preferencia al menos 55%, aln con mayor preferencia al menos 60%, ain con
mayor preferencia al menos 65%, aun con mayor preferencia al menos 70%, alin con mayor preferencia al menos 75%, aln
con mayor preferencia al menos 80%, aun con mayor preferencia al menos 85% y aun con mayor preferencia al menos
90%.

En una modalidad de la presente invencion el adsorbente puede tener una capacidad de unién dindmica a 10 % de
saturacion para dicha al menos una proteina especifica de al menos 5 g por litro de adsorbente sedimentado, con mayor
preferencia al menos 10 g por litro, ain con mayor preferencia al menos 15 g por litro, aun con mayor preferencia al menos
20 g por litro, aun con mayor preferencia al menos 25 g por litro, ain con mayor preferencia al menos 30 g por litro, ain con
mayor preferencia al menos 35 g por litro, adn con mayor preferencia al menos 40 g por litro, ain con mayor preferencia al
menos 50 g/litro, aln con mayor preferencia al menos 60 g/litro.

Cuando la solucién de proteina se afiade a la columna adsorbente la relacion entre la particula adsorbente presente en la
columna y la solucién de proteina se puede optimizar para mantener una capacidad alta del adsorbente y obtener una
pureza alta de la proteina o proteinas que se asilan En una modalidad preferida de la presente invencion el adsorbente
presente en la columna con relacion a la solucion de proteina a cargarse en la columna se proporcionan a una relacion de al
menos 1:100, tal como al menos 1:50, por ejemplo al menos 1:30, tal como al menos 1:15, por ejemplo 1:10, tal como 1:5,
tal como 1:1, tal como 1:0,5 medido en una base volumen/volumen.

Asi, las particulas adsorbentes pueden estar constituidas por una serie de materiales porosos derivatizados quimicamente
que tienen la densidad necesaria, didmetro y/o capacidad de union para operar per se a los regimenes de flujo. Las
particulas son cualquiera del tipo conglomerado, como se describi6 en WO 92/00799, que tiene al menos dos nucleos no
porosos rodeados por un material poroso, o del tipo pelicular que tiene un solo ndcleo no poroso rodeado por un material
poroso.

En el presente contexto, el término " tipo conglomerado” se refiere a una particula de un material particulado, que
comprende cuentas de material del ndcleo de diferentes tipos y tamafios, mantenidos juntos por la matriz de base
polimérica, por ejemplo una particula de ndcleo que consiste de dos o mas particulas de alta densidad mantenidos juntos
por una matriz de base polimérica circundante (por ejemplo agarosa).

En el presente contexto, el término " tipo pelicular" se refiere a un compuesto de particulas, en donde cada particula
consiste de solamente un material de nucleo de alta densidad recubierto con una capa de matriz de base polimérica porosa,
por ejemplo una cuenta de acero inoxidable de alta densidad recubierta con agarosa.
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En consecuencia, el término "al menos un nucleo no poroso de alta densidad" se refiere a ya sea un nucleo pelicular, que
comprende una particula no porosa de alta densidad Unica o se refiere a un nucleo de conglomerado que comprende mas
de una particula no porosa de alta densidad.

La particula adsorbente, como se indica, comprende un ndcleo no poroso de alta densidad con un material poroso que
rodea el nucleo, y dicho material poroso que comprende opcionalmente un ligando en su superficie exterior.

En el presente contexto, el término "ndcleo" se relaciona con la particula de nacleo no poroso o particulas del nacleo que
estan presentes dentro de la particula adsorbente. La particula del ndcleo o particulas del nucleo se pueden distribuir
incidental dentro del material poroso y no se limita a ser situada en el centro de la particula adsorbente.

El nucleo no poroso constituye tipicamente de a lo maximo 70 % del volumen total de la particula adsorbente, tal como a lo
maximo 60 %, preferentemente a lo maximo 50 %, preferentemente a lo maximo 40 %, preferentemente a lo maximo 30 %,
preferentemente a lo sumo 20 %, preferentemente a lo maximo 15 %, preferentemente a lo maximo 10 %, preferentemente
alo maximo 5 % .

Ejemplos de materiales de nucleo no poroso adecuados son los compuestos inorganicos, metales, metales pesados, no
metales elementales, 6xidos metdlicos, 6xidos no metélicos, sales de metales y aleaciones metdlicas, etc., siempre y
cuando se cumplan los criterios de densidad anteriores. Los ejemplos de tales materiales de nucleo son silicatos metélicos
borosilicatos metélicos; cerdmicas que incluyen diboruro de titanio, carburo de titanio, diboruro de zirconio, carburo de
zirconio, carburo de tungsteno, carburo de silicio, nitruro aluminico, nitruro de silicio, nitruro de titanio, éxido de itrio, polvo de
silicio metalico, y disiluro de molibdeno; 6xidos y sulfuros de metal, que incluyen éxido de magnesio, aluminio, titanio,
vanadio, cromo, zirconio, hafnio, manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre y plata; 6xidos no metélicos; sales de metal, que
incluyen sulfato barico; elementos metdlicos, que incluyen tungsteno, zirconio, titanio, hafnio, vanadio, cromo, manganeso,
hierro, cobalto, niquel, indio, cobre, plata, oro, paladio, platino, rutenio, osmio, rodio e iridio, y aleaciones de elementos
metalicos, tales como aleaciones formadas entre dichos elementos metdlicos, por ejemplo acero inoxidable; formas
cristalinas y amorfas de carbén, que incluyen grafito, negro de carbén y carbdn. Los materiales de nicleo no porosos
preferidos son cuentas de carburo de tungsteno, tungsteno, acero y titanio tales como cuentas de acero inoxidable.

El material poroso es una matriz de base polimérica usada como un medio para cubrir y mantener materiales de ndcleo
multiples (o uno solo) juntos y dentro de la particula adsorbente y como un medio para la unién del ligando de adsorcion.

La matriz de base polimérica puede buscarse entre ciertos tipos de polimeros orgéanicos naturales o sintéticos, tipicamente
seleccionados de i) polisacéridos naturales o sintéticos y otros polimeros basados en carbohidratos, que incluyen agar,
alginato, carragenina, goma de guar, goma arabiga, goma de Anogeissus latifolia, goma de tragacanto, goma karaya, goma
de algarrobo, goma de xantano, agarosas, celulosas, pectinas, mucinas, dextranas, almidones, heparinas, quitosanas,
hidroxi almidones, hidroxipropilo almidones, carboximetil almidones, hidroxietilo celulosas, hidroxipropilo celulosas, y
carboximetil celulosas; ii) polimeros y mondmeros organicos sintéticos que resultan en polimeros, que incluyen polimeros
acrilicos, poliamidas, poliimidas, poliésteres, poliéteres, compuestos vinilicos poliméricos, polialquenos, y derivados
sustituidos de estos, asi como también copolimeros que comprende mas de uno de esos polimeros funcionalmente, y
derivados sustituidos de estos; y iii) mezcla de estos.

Un grupo preferido de matrices de base polimérica son los polisacaridos tal como agarosa.

Los investigadores de la presente invencion han encontrado que para garantizar una adsorcion eficiente a regimenes de
flujo altos es necesario minimizar el didmetro de particula medio en volumen de la particula adsorbente. Asi, en la presente
invencion la particula adsorbente tiene un didmetro de particula medio en volumen de a lo maximo 150 pm, tipicamente un
diametro de particula medio en volumen en el intervalo de aproximadamente 40 um a 150 um. La particula adsorbente
tipicamente tiene un didmetro de particula medio en volumen de a lo maximo 120 pum, particularmente a lo maximo 100 pm,
con mayor preferencia a lo maximo 90 um, 80 um o 75 pm, con mayor preferencia a 70 pm y con la maxima preferencia a lo
maximo 60 pum.

Desde un punto de vista de la productividad, es importante que el adsorbente sea capaz de unir una cantidad alta de la
sustancia biomolecular por unidad de volumen de adsorbente. Asi, hemos encontrado que es preferible aplicar adsorbentes
que tienen una fase polimérica (es decir, la red polimérica permeable donde un ligando se posiciona y donde la adsorcién
real esta teniendo lugar) que constituye al menos 50 % del volumen de la particula adsorbente, preferentemente al menos
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70 %, con mayor preferencia al menos 80 % y con la maxima preferencia al menos 90% del volumen de particulas
adsorbentes.

El ligando.

El proceso de aislamiento de una o mas proteina (s) se puede proporcionar y facilitar uniendo un ligando adecuado al
adsorbente En una modalidad de la presente invencién el adsorbente comprende un polimero de la matriz funcionalizado
que porta una pluralidad de ligandos que comprende grupos funcionales unidos covalentemente. En una modalidad
preferida de la presente invencion el ligando comprende un sistema de anillo aromatico o heteroaromatico y uno o mas
grupos acidos.

En el presente contexto, el término "polimero de la matriz funcionalizado" se refiere al sitio de anclaje del ligando que
promueve las caracteristicas deseadas de adsorcién de proteinas. Dependiendo de la estructura de la particula adsorbente
del polimero de la matriz puede formar el esqueleto o estructura que define la forma fisica de la particula adsorbente o
puede ser un polimero que esta ocupando los poros de otro material que sirve como el esqueleto o estructura de la
particula. En modalidades preferidas, el polimero de matriz funcionalizado es un polimero orgéanico sintético o natural, tal
como un polisacarido (por ejemplo, polimeros poli- acrilicos, agarosa o celulosa), o puede ser un polimero inorgéanico, tal
como silice. En casos especiales el propio polimero de la matriz puede constituir el sitio de la adsorcién de proteina en cuyo
caso no es necesario inmovilizar ligandos adicionales sobre el polimero.

En una modalidad de la presente invencion el adsorbente comprende un polimero de la matriz funcionalizado que porta una
pluralidad de grupos funcionales unidos covalentemente, dichos grupos que tienen la férmula general:

M-SP1-X-Alk,

en donde M designa el polimero adsorbente ; SP1 designa un separador opcional opcionalmente sustituido con -A-SP2-
ACID, -A, o -ACID; X designa - O-, - S-, - H-, 0-NAIk-; Alk puede estar ausente, -A-SP2-ACID, -A, -ACID o Ci.4 alquilo, donde
Ci.4 alquilo puede ser opcionalmente sustituido con -A-SP2-ACID, -A, o -ACID; A designa una porcidon aromatica o
heteroaromatica opcionalmente sustituida; SP2 designa un separador opcional; y ACID designa uno o mas grupos acidos;
en donde al menos uno de SP1 o Alk esté sustituido con -A-SP2-ACID o -A, y al menos uno de SP1 o Alk comprende -ACID
y en donde al menos uno de SP1 o Alk esta presente. Si Alk esta ausente, X estara ademas ausente.

En una modalidad de la presente invencion el adsorbente puede acoplarse con un ligando que porta una carga positiva a un
valor de pH a pH 10 o inferior, tal como pH 9 o inferior, por ejemplo pH 8 o inferior, tal como pH 7 o inferior, por ejemplo pH 6
o inferior, tal como pH 5 o inferior, por ejemplo pH 4 o inferior.

Ademas se ha encontrado que los grupos funcionales no deben ser demasiado grandes en tamafio y complejidad, para
obtener una capacidad de union alta y una estabilidad quimica alta del adsorbente. Asi se ha encontrado que un tamafio
mas grande en términos de peso molecular y nimero de sistemas de anillo presentes en el grupo funcional en muchos
casos solamente aumentan el costo del adsorbente sin dar el beneficio de una mayor capacidad de unién en términos de la
cantidad de proteina que se puede enlazar por litro de adsorbente. Ademés la concentracion molar del grupo funcional
unido covalentemente alcanzable en el adsorbente puede ser menor si se emplea un tamafio molecular grande del grupo
funcional (presumiblemente debido al impedimento estérico).

Asi, en una modalidad de la invencién, los grupos funcionales unidos covalentemente comprenden un maximo de tres
sistemas de anillo arométicos mono-o biciclicos o heteroaroméaticos para cada grupo funcional unido a cada polimero de la
matriz, con mayor preferencia un maximo de dos sistemas de anillo arométicos mono-o biciclicos o heteroaromaticos y aun
con mayor preferencia un maximo de un sistema de anillo aromatico mono-o biciclico o heteroaromatico para cada grupo
funcional unido a la matriz de polimero. Asimismo, en una modalidad de la invencion, los grupos funcionales unidos
covalentemente comprenden un maximo de tres grupos acidos, preferentemente un maximo de 2 grupos acidos y con la
maéxima preferencia un maximo de un grupo &cido unido a cada sistema de anillos aromatico o heteroaroméatico presente en
los grupos funcionales unidos covalentemente.

En una modalidad preferida de la invencién, uno o méas grupos &cidos se eligen del grupo de acidos carboxilicos, &cidos
sulfénicos, acidos fosfonicos, acidos borénicos y combinaciones del mismo.

En una modalidad de la presente invencion el ligando puede ser derivado de un grupo dietilaminoetilo, una imina de
polialquileno, un alquil-amina, un alqui-diamina o una polialilamina. Preferentemente, pueden ser adecuados alquil-amina o
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alquil-diamina que tienen una longitud de cadena de 3-14 atomos y 1-5 grupos amino funcionales. Los &tomos para formar
parte de la cadena pueden implicar C (carbono), N (nitrégeno), O (oxigeno) y/o S (azufre).

En aun una modalidad de la presente invencion el adsorbente puede comprender un ligando, que tiene ambos grupos
aromaticos y grupos amino tales como una amina aromatica o una diamina aromatica. Preferentemente, la diamina
aromética es 1,4-xileno-diamina o isémeros de 1,4-xileno-diamina.

En aun una modalidad de la presente invencion el adsorbente se puede acoplar con un ligando que tiene un grupo acido,
una porcién aromatica o heteroaromatica, un grupo heteroaromético biciclico sustituido o cualquier combinacion del mismo,
tal como un ligando que tiene un grupo acido y una porcién aromatica o heteroaromatica, un ligando que tiene un grupo
acido y un grupo heteroaromético biciclico sustituido o una porcidon aromatica o heteroaromatica y un grupo heteroaromético
biciclico sustituido.

En otra modalidad de la presente invencion el ligando comprende un grupo heteroaromético biciclico sustituido que se
puede derivar a partir de compuestos seleccionados del grupo que consiste de bencimidazoles, benzotiazoles, y
benzoxazoles.

En una modalidad de la presente invencion el ligando puede ser un acido aromatico o heteroaromatico seleccionado del
grupo que consiste de acidos carboxilicos, acidos sulfénicos, acidos fosfonicos, y acidos borénicos. Preferentemente, el
ligando puede seleccionarse del grupo que consiste de acido 2-mercaptobenzoico, acido 2-mercaptonicotinico, acido 2-
aminobenzoico, &cido 3-aminobenzoico, y é&cido 4-aminobenzoico, acido 4-hidroxifenilo-mercapto-acético, acido 4-
hidroxifenilo-mercapto-propiénico, acido 4-hidroxifenilo-mercapto-butanoico, acido 2,3 - dihidroxi-benzoico, acido 2,4
dihidroxi-benzoico, acido 2,5 di-hidroxi-benzoico, acido 2,6 dihidroxi-benzoico, acido 3,4-dihidroxi-benzoico, acido 3,5-
dihidroxi-benzoico, acido mercaptobencimidazol sulfénico, acido ortanilico, 4cido metanilico, acido sulfanilico, acido 4-
metilanilina-2-sulfénico, &cido 4-metoxianilina-2-sulfénico, &acido anilina-2,5-disulfénico, acido N-metilmetanilico, &cido 7-
amino-1-naftol-3-sulfénico, &acido 1-naftol-4-sulfénico, &acido 2-naftol-6-sulfénico y acido 2-hidroxi-3-naftoico, y &cido 2-
mercaptobencimidazol-sulfénico.

En una modalidad de la presente invencién el ligando puede ser un aminoacido N-benzoil o un aminoacido N-benzoil que
comprende grupos tiol 0 mercapto.

En aln una modalidad de la presente invencion el ligando se puede acoplar al adsorbente a través de un enlace tio-éter, un
enlace de amina, o un enlace oxigeno-éter.

La concentracion optima de los grupos funcionales unidos covalentemente (los ligandos) sobre el esqueleto adsorbente
polimérico (frecuentemente referido ademas como la densidad de grupos funcionales o la concentraciéon de ligando)
dependeré de la estructura detallada del grupo funcional y el tipo de material adsorbente usado para preparar el adsorbente.

Para garantizar una fuerza de adsorcion 6ptima y productividad del adsorbente, se ha encontrado que la concentracion de
ligando en el adsorbente puede ser significativa. Asi, en una modalidad adecuada, el adsorbente porta ligandos para la
adsorcion de las sustancias biomoleculares en una concentracion de al menos 20 mM, tal como al menos 30 mM o al menos
40 mM, preferentemente al menos 50 mM y con la méxima preferencia al menos 60 mM

Sin embargo, generalmente se prefiere que el adsorbente tiene una concentracion de grupos funcionales unidos
covalentemente en el intervalo de 5 a 500 milimoles por litro de adsorbente en su estado de lecho sedimentado
(compactado) , con mayor preferencia en el intervalo de 10-250 milimoles por litro, aliin con mayor preferencia en el intervalo
de 10-125 milimoles por litro, ain con mayor preferencia en el intervalo 15 - 100 milimoles por litro, aun con mayor
preferencia en el intervalo 20 a 80 milimoles por litro alin con mayor preferencia en el intervalo de 25 a 75 milimoles por litro
aun con mayor preferencia en el intervalo de 30 a 60 milimoles por litro.

En una modalidad de la presente invencién los grupos funcionales unidos covalentemente se pueden enlazar al adsorbente
por cualquier tipo de enlace covalente conocido per se que es aplicable para este propdsito, ya sea por una reaccion
quimica directa entre el ligando y el adsorbente o por una activacion precedente del adsorbente o del ligando con un
reactivo adecuado conocido per se haciendo posible enlazar el esqueleto de la matriz polimérica y el grupo funcional.
Ejemplos de tales reactivos activadores adecuados son epiclorhidrina, epibromhidrina, glicidiléter de alilo; bis- epéxidos tal
como butanodiolglicidiléter, compuestos alifaticos sustituidos con halégeno tales como di-cloro-propanol, carbonildiimidazol;
aldehidos tal como dialdehido glutarico; quinonas; peryodatos tal como sodio-meta-peryodato; carbodiimidas; cloruros de
sulfonilo tales como cloruros de tosilo y cloruros tresilo; N- hidroxi succinimidas; 2-fluoro-1-metilpiridinio tolueno-4-
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sulfonatos; oxazolonas; maleimidas; disulfuros de piridilo e hidrazidas. Entre estos, se prefieren los reactivos de activacion
que dejan un grupo espaciador SP1 diferente a partir de un enlace sencillo, por ejemplo epiclorhidrina, epibromhidrina, alil-
glicidiléter; bis-ep6xidos, compuestos alifaticos sustituidos con halégeno; aldehidos; quinonas; bromuro de cian6geno; cloro-
triazinas; oxazolonas; maleimidas; disulfuros de piridilo; e hidrazidas.

Reactivos de activacion especialmente interesantes son los compuestos con epoxi tales como epiclorhidrina, alil-glicidiléter
y butanodioldiglicidileter y poliglicidiléteres tal como glicerol poliglicidiléter. En ciertos casos en donde la estabilidad de la
union covalente del grupo funcional puede demostrarse que es estable al tratamiento con hidréxido de sodio por ejemplo
0.1 M a 2 M de hidréxido de sodio del reactivo de activacion puede estar basado en reactivos derivados de triazina por
ejemplo cloro-triazinas tal como cloruro cianurico.

Las posibilidades mencionadas anteriormente hacen que sea importante definir la presencia de un separador opcional SP1
que recubre el esqueleto adsorbente polimérico (referido ademas como el polimero de la matriz) y el grupo funcional. En el
presente contexto, el espaciador SP1 se puede considerar como parte del reactivo de activacion, que forma el enlace entre
el polimero de la matriz y el grupo funcional. Asi, el espaciador SP1 corresponde a los reactivos de activacion y las
reacciones de acoplamiento implicadas. En algunos casos, cuando se usa por ejemplo carbodiimidas, el reactivo activador
forma una forma activada del polimero de la matriz o del reactivo del grupo funcional. Después del acoplamiento no se
quedan partes del reactivo de activacion entre el grupo funcional y el polimero de la matriz, y asi, SP1 es simplemente un
enlace sencillo.

En otros casos, el espaciador SP1 puede ser una parte integral del grupo funcional que efectlia las caracteristicas de union,
es decir, el grupo funcional, y esto serd especialmente significativo, si el espaciador SP1 comprende sitios funcionalmente
activos o sustituyentes tales como tioles, aminas, grupos acidos, grupos sulfona, grupos nitro, grupos hidroxi, grupos nitrilo u
otros grupos capaces de interaccionar a través de enlaces de hidrégeno, enlaces electrostéaticos o repulsion , transferencia
de carga o similares.

En aun otros casos, el espaciador SP1 puede comprender un anillo aromatico o heteroaroméatico, que desempefia un papel
importante para las caracteristicas de unién del adsorbente. Este seria por ejemplo el caso si quinonas o clorotriazinas
donde se usan como agentes de activacibn para el adsorbente o el grupo funcional.
En un caso adicional, el espaciador SP1 puede ser un enlace sencillo o un birradical derivado a partir de un reactivo de
activacion seleccionado de epiclorhidrina, alil-glicidiléter, bromuro de alilo, bis-epdxidos tal como butanodioldiglicidiléter,
compuestos alifaticos sustituidos con halégeno tal como 1,3- Dicloropropano-2-ol, aldehidos tal como dialdehido glutérico,
quinonas, bromuro de cianégeno, cloro -triazinas tal como cloruro cianurico, 2-fluoro-1-metilpiridinio tolueno-4-sulfonatos,
maleimidas, oxazolonas e hidrazidas.

En una modalidad de la presente invencion el espaciador SP1 puede ser un birradical alifatico de cadena corta, por ejemplo
que tiene la formula : -CH; -CH(OH)-CH2- (derivado de epiclorhidrina), - (CH2)3-O-CH,-CH(OH)-CHa- (derivado de alilo-
glicidiléter) o -CH2-CH(OH)-CH2-0-(CHz)4-O-CH2-CH(OH)-CH>- (derivado de butano-dioldiglicidiléter; o un enlace sencillo.

En una modalidad de la presente invencion los adsorbentes tipicamente comprenden un ligando que comprende grupos
aromaticos o heteroaromaticos (radicales) seleccionados de los grupos que comprenden i) ligandos que comprenden los
siguientes tipos como grupos funcionales: acidos benzoicos tales como &acidos 2-aminobenzoico, acidos 3-aminobenzoico,
acidos 4-aminobenzoico, acidos 2-mercaptobenzoico, acido 4-amino-2-clorobenzoico, acido 2-amino-5-clorobenzoico, acido
2-amino-4-clorobenzoico, &cidos 4-aminosalicilico, &cidos 5-aminosalicilico, &cidos 3,4 -diaminobenzoico, acido 3,5-
diaminobenzoico, &cido 5-aminoisoftélico, &cido 4-aminoftalico; acidos cinAmicos tal como &cidos hidroxi - cindmico; acidos
nicotinicos tal como acidos 2-mercaptonicotinico; acidos naftoico tal como 2-hidroxi-1-naftoico; quinolinas tal como 2-
mercaptoquinolina; acidos tetrazolacético tal como &cido 5-mercapto-1-tetrazolacético; tiadiazoles tal como 2 - mercapto-5-
metil-1,3,4-tiadiazol; bencimidazoles tales como 2-amino-bencimidazol, 2-mercaptobenzimidazol, y 2 -mercapto-5-
nitrobencimidazol; benzotiazoles tales como 2 - aminobenzotiazol, 2-amino-6-nitrobenzotiazol, 2-mercaptobenzotiazol y 2-
mercapto-6-etoxibenzotiazol;  benzoxazoles tal como 2-mercaptobenzoxazol; tiofenoles tales como tiofenol y 2-
aminotiofenol; acido 2-(4-aminofeniltio) acético; acidos sulfénicos aromaticos o heteroaromaticos y acidos fosfonicos, tal
como acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico y fenoles tales como 2-amino-4-nitro-fenol. Se deberia sefialar que el caso donde M
es agarosa, SP1 se deriva de vinil sulfona, y L es &cido 4-aminobenzoico que puede ser excluido especificamente en
relacién con las matrices de fase soélida de acuerdo con la invencion, cf. WO 92/16292, con la maxima preferencia &cidos
aminobenzoico como acido 2-amino-benzoico, acido 2-mercapto-benzoico, acido 3-aminobenzoico, acido 4-aminobenzoico,
acido 4-amino-2-clorobenzoico, acido 2-amino-5-clorobenzoico, acido 2-amino-4-clorobenzoico, acidos 4-aminosalicilico,
acidos 5-aminosalicilicos, acidos 3,4-diaminobenzoico, acido 3,5-diaminobenzoico, acido 5-5-aminoisoftalico, acido 4-
aminoftalico. Generalmente, el acoplamiento usando divinil sulfona puede no ser adecuado debido a que el acoplamiento
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divinil sulfona es inestable cuando contacta con un alcalino y como los alcalinos son actualmente los mas adecuados y usan
agentes de limpieza, adsorbentes acoplados con divinil sulfona no se consideran de importancia industrial, ii) ligandos que
comprenden acidos 2-hidroxi-cinamico, acido 3-hidroxi-cinamico y acido 4-hidroxi-cindmico Il ) ligandos que comprenden
un &cido carboxilico y un grupo amino como sustituyentes tales como acido 2-amino-nicotinico, &cido 2-mercapto-nicotinico,
acido 6-amino-nicotinico y acido 2-amino-4-hidroxipirimidina-carboxilico iv) ligandos que comprenden radicales derivados de
un anillo de benceno fusionado con un sistema de anillo heteroaromatico, por ejemplo un ligando seleccionado de
bencimidazoles tales como 2-mercapto-bencimidazol y 2-mercapto-5-nitro-bencimidazol; benzotiazoles tales como 2-amino-
6-nitrobenzotiazol, 2- mercaptobenzotiazol y 2-mercapto-6-etoxibenzotiazol; benzoxazoles tal como 2-mercaptobenzoxazol,
y v) ligandos seleccionados del grupo de tiofenoles tal como tiofenol y 2-aminotiofenol .

Dentro de la modalidad en donde el ligando se selecciona del grupo i) -v) mencionado anteriormente, los adsorbentes tienen
tipicamente una capacidad de union dinamica de al menos 10 g de sustancia biomolecular por litro, con mayor preferencia al
menos 20 g por litro, todavia mas preferible al menos 30 g por litro cuando se prueba de acuerdo con las condiciones de
proceso usadas en la aplicacion relevante. La capacidad de unién del adsorbente se puede determinar en términos de su
capacidad de union a la albimina de suero bovino (BSA). La capacidad de unién es tipicamente tal que al menos 10 g/L de
BSA se une de acuerdo con el Método de prueba A .

Método A

El método A es un método usado para la determinacién de la capacidad de unién a la albdmina bovina de adsorbentes
seleccionados que consisten del siguiente proceso:

Solucién de albimina de suero bovino pH 4.0 (BSA pH 4.0): la albGmina de suero bovino purificada (A 7906, Sigma,
Estados Unidos) se disuelve a una concentracion final de 2 mg/ml en 20 mM de citrato de sodio pH 4.0. Los adsorbentes
se lavan con 50 volimenes de 20 mM citrato de sodio pH 4.0 y drenan en un filtro de succion.

Una muestra de 1.0 ml de adsorbente drenado por succion se coloca en un tubo de ensayo de 50 ml seguido por la adicién
de 30 ml de BSA, pH 4.0.

El tubo de ensayo se cierra después con un tapén y la suspensién se incuba en un mezclador de rodillos por 2 horas a
temperatura ambiente (20-25€C). El tubo de ensayo se centrifuga después por 5 min. a 2000 rpm para sedimentar
completamente el adsorbente. El sobrenadante se aisla después del adsorbente pipeteando en un tubo de ensayo por
separado, evitando el arrastre de cualquier particulas adsorbentes y se filtra a través de un pequefio filtro no-adsorbente de
0.2 micras (Millipore, Estados Unidos) Después de esto se realiza una determinacién de la concentracion de BSA no
enlazada en el sobrenadante midiendo la densidad dptica (DO) a 280 nm en un espectrofotémetro.

La cantidad de BSA enlazada al adsorbente se calcula después de acuerdo con la siguiente férmula:

Mg BSA enlazado por ml de adsorbente drenado por succién = (I-(DO del sobrenadante de prueba/DO de solucién inicial
de BSA)) x 60 mg BSA/ml adsorbente.

Los parametros del proceso

Como se menciond anteriormente la solucion de proteina que comprende una 0 mas proteina (s) de interés se puede ajustar
para tener un pH preestablecido y una fuerza iénica o conductividad preestablecida.

En el presente contexto, el término "preestablecido" se refiere al ajuste del pH, fuerza iénica o conductividad,
respectivamente, a un valor especifico y predeterminado para el propdsito de seleccionar la capacidad del adsorbente para
la union de una o més proteina (s) de interés y aumentar de ese modo la eficiencia del adsorbente para el aislamiento de
la(s) proteina (s).

En una modalidad de la presente invencion el pH preestablecido esta en el intervalo de pH 3.0 a pH 10.0, preferentemente
en el intervalo de pH 4 a pH 9, con mayor preferencia en el intervalo de pH 4 a pH 8, aun con mayor preferencia en el
intervalo de pH 4 a pH 7, ain con mayor preferencia en el intervalo de pH 4 a pH 6, ain con mayor preferencia en el
intervalo de pH 4.5 a pH 5.5 o en el intervalo de pH 4 a pH 10, preferentemente en el intervalo de pH 5 a pH 9, con mayor
preferencia en el intervalo de pH 6 a pH 9, ain con mayor preferencia en el intervalo de pH 6 a pH 8.
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En adn una modalidad de la presente invencion la fuerza ionica preestablecida esta en el intervalo de 0.0001 a 12.0,
preferentemente en el intervalo de 0.0001 a 5, con mayor preferencia en el intervalo de 0.0001 a 1, aun con mayor
preferencia en el intervalo de 0.0001 a 0.1, aun con mayor preferencia en el intervalo de 0.0001 a 0.075, aun con mayor
preferencia en el intervalo de 0.01 a 0.05 o en el intervalo de 0.1 a 12.0, preferentemente en el intervalo de 0.5 a 12, con
mayor preferencia en el intervalo de 1 a 12, alin con mayor preferencia en el intervalo de 1.5 a 12, ain con mayor
preferencia en el intervalo de 2 al2, alin con mayor preferencia en el intervalo de 4 a 12.

En otra modalidad de la presente invencion la conductividad preestablecida esta en el intervalo de 0.01 a 1000 mS/cm,
preferentemente en el intervalo de 0.01 a 200 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 0.05 a 100 mS/cm, con
mayor preferencia en el intervalo de 0.1 a 50 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 0.5 a 20 mS/cm, con mayor
preferencia en el intervalo de 1.0 a 10 mS/cm, aln con mayor preferencia en el intervalo de 1.0 a 5 mS/cm o en el intervalo
de 10 a 1000 mS/cm, preferentemente en el intervalo de 100 a 1000 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 200 a
1000 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 300 a 1000 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 400 a
1000 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 500 a 1000 mS/cm, aun con mayor preferencia en el intervalo de 600
a 1000 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 2.0 a 15 mS/cm, con mayor preferencia en el intervalo de 2.0 a 12
mS/cm, aln con mayor preferencia en el intervalo de 2.0 a 10 mS/cm.

La fuerza i6nica y la conductividad de las soluciones de proteinas de acuerdo con la presente invencion son entidades
relacionadas en que ambas entidades son funciones de la concentracion de iones en la solucion. Existe, sin embargo, una
correspondencia tedrica no directa entre ellas.

Cuando se considera una solucién que contiene iones, es relativamente facil para la persona con experiencia en la técnica
calcular la cantidad de por ejemplo una sal inorganica necesaria para lograr una cierta fuerza idnica. A la inversa, cuando la
persona con experiencia en la técnica se enfrenta con el problema de determinar la fuerza iénica sin saber la cantidad de sal
afadida, es dificil hacer una evaluacion precisa ya que la fuerza i6nica es una entidad tedrica calculada a partir de tanto la
concentracién de iones como la carga de los iones. En esta situacion es considerablemente mas facil para la persona con
experiencia en la técnica medir la conductividad. Por estas razones, los términos "fuerza iénica" y "conductividad" se usan
en el presente contexto para caracterizar las mismas condiciones. Cuando se hace referencia a los intervalos preferidos de
estas dos entidades, sin embargo, no se pretende decir que existe alguna correspondencia entre los limites inferiores, o
superiores indicados de la fuerza iénica y la conductividad, respectivamente.

Para obtener una o méas proteina (s) del adsorbente uno o mas proteina (s) se pueden eluir con uno o mas tampon (es).
Opcionalmente, el adsorbente se puede lavar con un tampén de lavado antes de que se someta al tampén de elucién. En
una modalidad de la presente invencion el adsorbente se lava con un tampén de lavado para lavar el material no enlazado
antes de eluir una 0 més proteina (s) del adsorbente.

Eliminacion de Virus

Para aumentar las medidas de seguridad necesarias para prevenir propagar enfermedades virales a partir de donantes de
sangre a los destinatarios de los productos de la sangre puede ser necesario introducir una o més etapas de eliminacién de
virus.

En una modalidad de la presente invencion la solucion de proteina se puede someter a al menos un tratamiento de
eliminacion de virus. Preferentemente, al menos un tratamiento de eliminacién de virus se puede realizar antes de contactar
la solucion de proteina con el adsorbente.

El tratamiento de eliminacion de virus puede implicar la adicion de un detergente y/o un disolvente organico, tal como
Tween, Tritdn, tri-n - butilfosfato, a la solucién de proteina.

En una modalidad de la presente invencion varias etapas de eliminacién de virus se pueden realizar y, preferentemente, se
puede realizar un tratamiento de eliminacion de virus antes de contactar la solucién de proteina con el adsorbente.

En una modalidad de la presente invencion varias etapas de eliminacion de virus se pueden realizar y, preferentemente, se
realiza un tratamiento de eliminacién de virus antes de contactar la solucion de proteina con el adsorbente y, durante la
etapa de adsorcion, cualquier sustancia, tales como detergentes y/o disolventes orgénicos afiadidos a la solucién de
proteina se quedan sin enlazar al adsorbente y se lava fuera de la columna antes de la elucién de la proteina que se aisla.
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En adn una modalidad de la presente invencion un proceso para eliminar virus en fluidos biolégicos se puede realizar por un
tratamiento con disolventes organicos y/o detergentes; especialmente tratamiento con tri(n-butil)fosfato (TNBP) y
detergentes no idnicos tales como Tween 80 o Tritobn X -100. Este método puede resultar en una excelente recuperacion de
las proteinas labiles, por ejemplo, el factor de coagulacion VIl y IX, mientras que logra un alto nivel de destruccion de virus,
por ejemplo, la destruccién de = 10 ®a=10° D, de virus envueltos; sin embargo, poca eliminacién de virus no envueltos. US
4,481,189 describe la eliminacién viral por un tratamiento con detergentes no anidnicos, alcoholes, éteres, 0 mezclas de
estos. US 4,481,189 se incorporan de este modo como referencia.

Otros métodos de eliminaciéon de virus comunmente aplicados, y aplicables en la presente invencion, a fluidos biologicos
gue se usan en un tratamiento de transfusién pueden implicar ademés un tratamiento con calor a temperaturas de 60 T o
mas, o el tratamiento con UVC los dos solos o junto con B- propiolactona (B-PL) .

Otras modalidades

En la presente invenciéon el método implica ademas la etapa de someter el adsorbente a un tampén de elucién (un primer
tampon de elucidn) para eluir al menos una de dichas una o mas proteina (s).

El uso de un adsorbente acoplado con un grupo funcional (ligando) de acuerdo con la presente invencién, para el
aislamiento de una o mas proteina (s) a partir de una solucién de proteina tal como a partir de plasma o suero o de otras
fuentes derivadas de sangre puede comprender las etapas de: (i) Proporcionar una solucion de proteina que comprende una
0 mas proteina de plasma o suero que tiene un pH preestablecido y una fuerza i6nica preestablecida, (i) contactar dicha
solucién con un adsorbente, opcionalmente se lava con uno o mas tampones de equilibrio, por lo cual una o mas proteinas
de plasma o suero se puede (n) enlazar reversiblemente al adsorbente o permanecer sin enlazar, (iii) lavar el adsorbente
con un tampén de lavado para obtener una fraccion de proteina que comprende el material no enlazado, (iv) lavar el
adsorbente con al menos un tampén de elucién para obtener al menos un eluato que comprende proteina (s) que se enlaz6
reversiblemente por el adsorbente, (v) someter la proteina (s) obtenida en el tamp6n de lavado o la proteina (s) obtenida (s)
en el tampdn de elucién al procesamiento corriente abajo adicional que puede incluir al menos una etapa de eliminacién
viral. Ademas, el ligando acoplado al adsorbente puede comprender un polimero de la matriz funcionalizado que porta una
pluralidad de grupos funcionales unidos covalentemente que comprenden un sistema de anillo aromético o heteroaroméatico
y uno 0 mas grupos acidos estan cargados negativamente por encima pH 4.0.

Para el propésito de eliminar el material no enlazado, que incluyen la proteina (s) no enlazada(s), el adsorbente se puede
someter a un tampoén de lavado. En una modalidad de la presente invencién una o mas proteina (s) que se aisla (n) a partir
de la solucién de proteina se puede lavar del adsorbente con el tampén de lavado. Este lavado se puede realizar antes de
someter el adsorbente a un tampon de elucion como se describié anteriormente. En una modalidad de la presente invencién
el inhibidor de la alfa-1-proteinasa se puede lavar como una proteina no enlazada con el tamp6n de lavado. Las condiciones
del proceso, el adsorbente y el ligando podrian ser cambiado (s) facilmente por la persona con experiencia en la técnica de
tal manera que uno o mas de otra (s) proteina (s) de plasma o suero humano (otra que no sea inhibidor de la alfa-1-
proteinasa) se puede lavar con el tampén de lavado y se puede enlazar el inhibidor de la alfa-1-proteinasa.

En una modalidad el lavado y/o la eluciéon se puede realizar con un tampoén de lavado y/o un tampén de elucion que tiene
un pH mas alto y/o fuerza i6nica mas alta que el pH preestablecido y la fuerza iénica preestablecida de la solucion de
proteina.

En adn otra modalidad, el tampo6n de lavado y/o el tampdn de elucién puede comprender uno 0 mas compuestos que tienen
un grupo hidrofébico, asi como uno cargado negativamente dentro de la misma molécula por ejemplo detergente cargado
negativamente tal como sulfato de octilo, azul de bromofenol, sulfonato de octano, laurilsarcosinato de sodio, sulfonato de
hexano, dodecil sulfato de sodio, caprilato de sodio.

Para el propésito de obtener una o mas proteina (s) adicional(es) a partir del adsorbente el proceso de acuerdo con la
presente invencion comprende ademas la etapa de eluciéon con uno o mas tampoén (es) de elucién adicional (es) para eluir
la proteina (s) restante (s).

En el presente contexto, el término "tampdn (es) de elucién adicional (es) " se refiere al tampdn (es) posteriormente usado(s)

para la eluciéon de una o mas proteina (s), que permanece (n) unida (s) al adsorbente después de la elucién con el primer
tampon de elucién.
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En el presente contexto, el término "proteina (s) restante" se refiere a una o mas proteina (s) que permanece (n) enlazada
(s) al adsorbente después de ser sometida(s) a un primer tampén de elucién y que la proteina (s) posteriormente se pueden
eluir por la adicion de un tampoén de elucién adicional. .

En una modalidad de la presente invencion el adsorbente se puede lavar con un tampén de lavado adicional entre cada
etapa de elucion.

En el presente contexto, el término "fraccion de proteina" se refiere a las colecciones obtenidas a partir del adsorbente en
donde se puede localizar una o mas proteina (s). Esta fraccion de proteina se puede ser someter a procesamiento corriente
abajo adicional para el aislamiento adicional de una o mas proteina (s) presente (s). El procesamiento corriente abajo
adicional puede implicar operaciones como la filtracién, centrifugacion, sedimentacion, microfiltracion, precipitacion y
cromatografia. En una modalidad de la presente invencion cromatografia implica cromatografia de intercambio iénico,
filtracion en gel, cromatografia de afinidad, cromatografia de interaccion hidrofébica y cromatografia de fase reversa, en
donde la proteina (s) se puede(n) enlazar a un segundo adsorbente en el posterior procesamiento corriente abajo.

En una modalidad de la presente invencién el procesamiento corriente abajo puede comprender ademas la adsorcién de la
proteina en la fraccién (es) de proteina(s), tal como inhibidor de la alfa-1-proteinasa, a un intercambiador i6nico cargado
positivamente.

En una modalidad de la presente invencion el procesamiento corriente abajo adicional puede comprender ademas la
adsorcion de la proteina en la fraccién (es) de proteina (s), tal como inhibidor de la alfa-1-proteinasa, a un alquil-amina tal
como alquil-diamina, tal como diamino-hexano, diamino-heptano, diamino-octano, diamino-nonano, diamino-decano e
isdmeros o derivados del mismo.

En una modalidad de la presente invencion el inhibidor de la alfa-1-proteinasa no se enlaza en la primera etapa de adsorcion
y el procesamiento corriente abajo adicional comprende la adsorcion de la alfa-1-proteinasa a un alquil - amina tal de como
una alquil-diamina, tal como diamino-hexano, diamino-heptano, diamino-octano, diamino-nonano, diamino-decano e
isomeros o derivados del mismo.

En una modalidad de la presente invencién el procesamiento corriente abajo adicional puede comprender ademas la
adsorcion de la proteina en la fraccion de proteina, tal como inhibidor de la alfa-1-proteinasa, a un adsorbente en presencia
de una sal liotrépica tal como, pero sin limitarse a sulfato de amonio, sulfato de potasio, sulfato de sodio, fosfato de amonio,
fosfato de potasio, y citrato de sodio. En una modalidad preferida la concentracion de sal liotrépica en la solucion que
comprende inhibidor de la alfa-1-proteinasa es al menos 0.1 M, al menos 0.25 M, tal como al menos 0.5 M, al menos 0.75 M,
al menos 1 M, al menos 1.25 M, al menos 1.5 M, al menos 1.75 M o al menos 2 M.

En adn una modalidad de la presente invencion el procesamiento corriente abajo adicional comprende la adsorcion de la
proteina en la fraccion de proteina, tal como inhibidor de la alfa-1-proteinasa, a un adsorbente en presencia o ausencia de
una sal liotrépica en donde el adsorbente comprende un ligando hidrofébico tal como un ligando no cargado que comprende,
cadenas de alquilo largas opcionalmente sustituidas (por ejemplo grupos derivados de butil-, hexil-, octil- , decil -,dodecil-)
ylo estructuras aromaticas y heteroaromaticas (por ejemplo grupos derivados de, fenil -, naftil -, bencimidazol). Se prefieren
ademas ligandos tal como aquellos descritos en US 6,610,630 en donde hay descritos adsorbentes de cromatografia que
utilizan ligandos mercapto-heterociclicos, incorporados de este modo como referencia. Los ligandos preferidos adicionales
son ligandos de modo mixto que comprenden una carga positiva a, y mas abajo de, aproximadamente pH 4 tal como
ligandos cargados positivos que comprenden, cadenas de alquilo largas, opcionalmente sustituidas (por ejemplo grupos
derivados de butil-, hexil-, octil -, decil-, dodecil-) y/o estructuras aromaticas y heteroarométicas (por ejemplo grupos
derivados de, fenil-, naftil-, bencimidazol). Los ejemplos no limitantes de tales ligandos son butilamina, hexilamina-,
octilamina-, bencilamina y fenil-butilamina.

En una modalidad de la presente invencién 2 o més proteinas de la solucion de proteina se aislan por medio de una
cascada de 2 o mas adsorbentes, tal como 3 adsorbentes, por ejemplo 4 adsorbentes, tal como 5 adsorbentes, por ejemplo
6 adsorbentes, tal como 7 adsorbentes, por ejemplo 8 adsorbentes, tal como 9 adsorbentes, por ejemplo 10 adsorbentes.

En una cascada de 3 adsorbentes el siguiente proceso puede ocurrir:

a) el primer adsorbente es capaz de capturar una o mas proteina (s) de sangre, proteina (s) de suero o proteina (s) de
plasma (s);
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b) el segundo adsorbente es capaz de capturar una o mas proteina (s) de sangre, proteina (s) de suero o proteina (s) de
plasma diferentes de una o mas proteina (s) de la sangre, proteina (s) de suero o proteina (s) de plasma capaces de ser
capturadas con el primer adsorbente; y

c) el tercer adsorbente es capaz de capturar una o0 més proteina (s) de sangre, proteina (s) de suero o proteina (s) de
plasma diferentes de una o méas proteina de la sangre (s), proteina de suero (s) o proteina de plasma (s) capaces de ser
capturadas con el primer adsorbente o segundo adsorbente;

En una modalidad de la presente invenciéon uno o mas factor (es) de coagulaciéon o factor (es) anti-coagulacién tal como
Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VIII, Factor de von Willebrand, Complejo del Factor VIl -factor de von Willebrand,
Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor CI, proteina C y Proteina S , estd/estan unidos a un primer adsorbente. En una
modalidad de la presente invencién al menos 2 de los factores de la coagulacién o anti-coagulacion se une al adsorbente, tal
como al menos 3 de los factores de la coagulacién o anti-coagulacion, por ejemplo al menos 4 de los factores de la
coagulacion o anti-coagulacion, tal como al menos 5 de los factores de la coagulaciéon o anti-coagulacion, por ejemplo al
menos 6 de los factores de coagulacion o anticoagulacion, tal como al menos 7 de los factores de la coagulacién o anti-
coagulacion, por ejemplo 8 de los factores de la coagulacion o anti-coagulacion.

En otra modalidad de la presente invencion al menos una de las proteinas seleccionadas de albimina, IgG, transferrina,
fibrinbgeno esta/estan unidas a un segundo adsorbente. En una modalidad de la presente invenciéon al menos 2 de las
proteinas se unen al adsorbente, tal como al menos 3 de las proteinas, por ejemplo 4 de las proteinas.

En adn una modalidad de la presente invencion, al menos una de las proteinas inhibidor de la a-1-proteinasa o a-1-acido-
glicoproteina se une a un tercer adsorbente. En una modalidad de la presente invenciéon 2 de las proteinas se unen al
adsorbente.

En una modalidad adicional de la presente invencion las proteinas seleccionadas del grupo que consiste de IgG, albimina,
fibrindgeno, inhibidor de la a-1-proteinasa, a-l-acido-glicoproteina, y uno o mas factor (es) de coagulacién o anti-
coagulacion tales como Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VIII, Factor de von Willebrand, Complejo de Factor Vlll-factor
de von Willebrand, Factor IX, Factor X, Factor Xl , inhibidor Cl, Proteina C y/o Proteina S , esta/estan aisladas en al menos 2
fracciones de proteinas individuales, tal como 3 fracciones de proteinas individuales, por ejemplo 4 fracciones de proteinas
individuales, tal como 5 fracciones de proteinas individuales, por ejemplo 6 fracciones de proteinas individuales. Ademas, se
prefiere que el grado de contaminacién cruzada de la proteina individual en la fraccion de proteina es a lo méaximo 20%, tal
como a lo maximo 15%, por ejemplo a lo maximo 10%, tal como a lo maximo 5%, por ejemplo a lo maximo 3%, tal como a lo
méaximo 1%, por ejemplo a lo maximo 0.5%, tal como a lo maximo 0.1%, por ejemplo a lo maximo 0.01%. Preferentemente,
la fraccion de proteinas individuales se obtienen dentro de un circulo de adsorcion sencillo.

De acuerdo con la presente invencién, una o méas proteina (s) que se aisla(n) se puede aislar por uno de los siguientes :

(i) una 0 més proteina (s) que se aisla (n) se puede (n) lavar a través del adsorbente sin unirse especificamente al
adsorbente recogido en el tampon de lavado.

(i) una 0 mas proteina (s) que se aisla (n) se puede(n) enlazar especificamente al adsorbente y posteriormente eluir
usando uno o mas tampon (es) de elucién y recoger en uno o mas tampén (es) de elucion.

(iif) Una 0 mas de la (s) proteina (s) que se aisla (n) se puede(n) lavar a través de adsorbente y otra 0 mas proteina (s)
que se aisla (n) se puede(n) enlazar especificamente al adsorbente y recoger en el tampon de lavado, y una o mas de la
proteina (s) de interés se puede(n) eluir posteriormente con uno o mas tampon (es) de elucién y recoger en uno 0 mas
tampon (es) de elucion.

En otra modalidad de la presente invencién la albumina e 1gG se pueden enlazar al adsorbente y simultaneamente el
inhibidor a-1-proteinasa se puede obtener como material no enlazado a partir del adsorbente. Posteriormente, la albimina e
IgG se pueden obtener a partir del adsorbente por elucion gradualmente. Preferentemente, al menos 50% de la albumina
puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al
menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%. Preferentemente, al menos 50% de la IgG puede
enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos
90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.
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En el presente contexto, el término "elucion gradualmente" se refiere a un cambio gradual pero discontinuo de las
propiedades de un tampoén de elucion afadido al adsorbente en términos de, pero sin limitarse a, cambios de la fuerza
i6nica o conductividad, pH, polaridad, temperatura, concentracion de sustancias que compiten y asi sucesivamente.

En otra modalidad de la presente invencion el fibrindgeno e IgG se pueden enlazar al adsorbente y simultaneamente se
puede obtener la albamina como material no enlazado a partir del adsorbente. Posteriormente, el fibrinbgeno e 1gG se
pueden obtener a partir del absorbente por elucion gradualmente. Preferentemente, al menos 50% de la IgG puede
enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos
90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%. Preferentemente, al menos 50% del fibrinégeno puede enlazarse
al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal
como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En otra modalidad de la presente invencién el fibrinbgeno, albumina e IgG pueden estar unidos al adsorbente y
simultdneamente el inhibidor de a - 1-proteinasa se puede obtener como material no enlazado del adsorbente.
Posteriormente, el fibrindgeno, albumina e 1gG se pueden obtener a partir del adsorbente por elucién gradualmente.
Preferentemente, al menos 50% de la IgG puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos
70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.
Preferentemente, al menos 50% del fibrinégeno puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al
menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.
Preferentemente, al menos 50% de la albumina puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al
menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En otra modalidad de la presente invencion al menos 1, tal como al menos 2 por ejemplo 3 de fibrinégeno, albimina e 1gG
se pueden enlazar al adsorbente y simultdneamente se puede obtener a-1-acido glicoproteina como material no enlazado a
partir del adsorbente. Posteriormente, el fibrindgeno, albimina y/o IgG se pueden obtener a partir del adsorbente por elucion
gradualmente. Preferentemente, al menos 50% de la IgG puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por
ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos
98%. Preferentemente, al menos 50% de fibrinbgeno puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al
menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.
Preferentemente, al menos 50% de la albumina puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al
menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En otra modalidad de la presente invencion al menos 1, tal como al menos 2 por ejemplo 3 de fibrinégeno, albdmina e 1gG
pueden enlazarse al adsorbente y simultaneamente se puede obtener a-1-4cido glicoproteina y/o inhibidor de la a-1-
proteinasa como material no enlazado a partir del adsorbente. Posteriormente, fibrinégeno, albimina y/o IgG se pueden
obtener a partir del adsorbente por eluciéon gradualmente. Preferentemente, al menos 50% de la IgG puede enlazarse al
adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal
como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%. Preferentemente, al menos 50% de fibrindgeno puede enlazarse al
adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal
como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%. Preferentemente, al menos 50% de la albumina puede enlazarse al
adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal
como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En una modalidad de la presente invencion al menos 50% de inhibidor de la a-1-proteinasa, albumina, 1gG, fibrinbgeno o
uno o mas factor (es) de la coagulacion o anti-coagulacion tales como Factor Il, Factor V, Factor VII , Factor VIII, Factor de
von Willebrand, Complejo del Factor VllI-factor de von Willebrand, Factor IX, Factor X , Factor XI , inhibidor CI , Proteina C
y/o Proteina S se pueden obtener a partir del adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al
menos 80%, por ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En una modalidad de la presente invencién la albumina se pueden enlazar al adsorbente y simultaneamente se puede
obtener el inhibidor a-1-proteinasa como material no enlazado del adsorbente . Preferentemente, al menos 50% de la
albumina puede enlazarse al adsorbente, tal como al menos 60%, por ejemplo al menos 70%, tal como al menos 80%, por
ejemplo al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 98%.

En una modalidad de la presente invencién el inhibidor a-1-proteinasa se puede aislar a partir de una solucién de proteina,
tal como plasma o suero, por un proceso que comprende las etapas de (i) contactar una solucién acuosa de proteinas de
plasma que contiene 1gG, albumina e inhibidor de la a-1-proteinasa con un adsorbente de intercambio anidnico en
condiciones tales que la albamina e inhibidor de la alfa-1-proteinasa se unen al adsorbente y la IgG permanece no enlazada
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en donde la solucién de proteina se selecciona del grupo que consiste de plasma pobre en crio pretratado, suero pobre en
crio pretratado, sobrenadante | pretratado o sobrenadante Il + Il pretratado, sobrenadante I+11 Il pretratado, (ii) recuperar
opcionalmente la IgG no enlazada para obtener una fraccion de proteina rica en IgG; (iii) eluir la albimina a partir del medio
de intercambio aniénico para obtener una fraccién rica en proteinas de albumina, y (iv) eluir a partir del medio de
intercambio anionico para obtener una fraccion de proteina rica en inhibidor de a-1-proteinasa.

En una modalidad adicional de la presente invencion la fraccion de proteina no enlazada puede comprender la proteina (s),
lavada a través del adsorbente, tal como inhibidor de la a-1-proteasa, a-1-acido-glicoproteina, albumina, 1gG o fibrinbgeno
en alto rendimiento. Preferentemente, el rendimiento sera més de 70 %, con mayor preferencia mas de 80 %, con mayor
preferencia mas de 90 % del inhibidor de la alfa-1-proteasa.

Es un objeto adicional de la invencidon proporcionar un proceso en donde dicha proteina (s) lavada (s) a través del
adsorbente, tales como inhibidor de la a-1-proteasa, a-1-acido-glicoproteina, albumina, IgG o fibrindgeno presentes en un
rendimiento alto en la fraccién de proteina no enlazada se pueden aislar posteriormente de la fraccién de proteina no
enlazada por procesamiento corriente abajo adicional, por ejemplo empleando una segunda etapa de adsorcién
cromatografica.

Es una modalidad de la presente invencién proporcionar un proceso en donde fracciones mlltiples de proteina se
proporcionan por cada ciclo de adsorcion tal como al menos 2 fracciones de proteinas, por ejemplo al menos 3 fracciones de
proteinas, tal como al menos 4 fracciones de proteinas, por ejemplo al menos 5 fracciones de proteinas, tal como al menos
6 fracciones de proteinas. Preferentemente cada una de estas fracciones de proteina comprende un rendimiento alto de
proteinas individuales sin contaminacion cruzada significativa de la fraccién (es) de proteina al menos 2 proteinas, tal como
al menos 3 proteinas por ejemplo al menos 4 proteinas, tal como al menos 5 proteinas por ejemplo al menos 6 proteinas
dentro de la misma fraccién de proteina. En una modalidad de la presente invencion la cantidad de contaminacion cruzada
en una fraccion de proteina es menos de 20 %, tal como menos de 15 %, por ejemplo menos de 10 %, tal como menos de 5
%, por ejemplo menos de 3 %, tal como menos de 1 %, por ejemplo menos de 0.5 %, tal como menos de 0.1 %, por ejemplo
menos de 0.01 %.

En el presente contexto, el término "contaminacién cruzada" se refiere a la cantidad o contenido de proteina que no es de
interés que esté presente en la fraccion proteica. En algunos casos, es de interés eluir dos o mas proteinas
simultaneamente en un circulo de elucién y en este caso las proteinas eluidas intencionalmente juntas no se consideran
contaminantes. En una modalidad de la presente invencién el grado de contaminacién cruzada de la proteina individual en la
fraccion de proteina es a lo maximo 20%, tal como a lo maximo 15%, por ejemplo a lo maximo 10%, tal como a lo maximo
5%, por ejemplo a lo maximo 3%, tal como a lo maximo 1%, por ejemplo a lo maximo 0.5%, tal como a lo maximo 0.1%, por
ejemplo a lo maximo 0.01%.

La invencion se ilustrar4 ademas en las siguientes figuras, puntos y ejemplos no limitantes.

Fig 1 ilustra el fraccionamiento gradualmente total de las proteinas de plasma humano por la adicién gradual de etanol
para obtener una serie de sobrenadantes y precipitados que comprenden varias proteinas de plasma humano.

Fig 2 ilustra la diferencia entre una columna de adsorcion de lecho compactado que comprende particulas adsorbentes
compactadas y una columna de adsorcion de lecho expandido que comprende particulas adsorbentes, las que se
fluidizan por un flujo ascendente de liquido. La columna de adsorcion de lecho expandido tiene ain flujo de piston con
retromezcla minima.

Fig 3 ilustra un SDS-PAGE del eluato de intercambiador iénico DEAE realizado en el Ejemplo 7 y muestra que el eluato
del inhibidor de la alfa-1-proteinasa del intercambiador i6nico DEAE tiene un alto grado de pureza segun se estimé por
SDS-PAGE (estimado en > 80%).

Fig 4 ilustra la actividad de union de la elastasa en donde el carril 1 comprende la solucion de proteina sin incubacion de
la elastasa y el carril 2 comprende la solucion de proteina + incubacion de la elastasa. El experimento demostré que
sustancialmente todo el inhibidor de la alfa-1-proteinasa en la solucién de proteina (fraccién no enlazada del ejemplo 5)
es activo y se une a la elastasa.

Fig 5 ilustra el resultado en el ejemplo 8 que muestra un muy alto grado de pureza del eluato de inhibidor de la alfa-1-
proteinasa del Ejemplo 5 usando bencilamina como el ligando, y estimado por SDS-PAGE (pureza estimada en > 95%).
EJEMPLOS
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Ejemplo 1

Separacién de la albumina humana vy el inhibidor alfa-1-proteasa a partir de la fraccién de Cohn (SUP I, Il, Ill) mediante
adsorcion en lecho expandido.

Adsorbente

FastLine ®UFC NNSDW Cat. nam. CS48, UpFront Cromatografia A/S. El adsorbente se basé en agarosa con particulas de
carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el didmetro de la
particula estaba en el intervalo de 40-120 um con un diametro medio de particula en el volumen (D (4,3) de 70 um (como se
determiné en el Mastersizer 2000E, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). El adsorbente comprendié el 4cido
2-mercaptonicotinico como ligando y tenia una concentracion de ligando de 40 micromoles por ml de adsorbente
sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucion de proteina consté de fraccion de Cohn, sobrenadante 1, II, 1ll, conductividad 5,74 mS, pH 7.2, que comprende
aproximadamente 10% etanol.

La solucién de proteina se diluy6é con agua desmineralizada en una relaciéon de un volumen de sobrenadante de Cohn I, 1,
Il para 2 volimenes de agua y el pH se ajusté a pH 5.0 con acido clorhidrico 1 M. La conductividad después de la dilucién
fue 3.8 mS.

Parametros del proceso

El experimento se realiz6 en una columna FastLine® 20 en lecho expandido (@=2 cm) ndmero de producto 7020-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se compact6 con 50 cm de adsorbente (157 ml) y equilibré a temperatura ambiente (20-25 ) con 160 ml de
NaOH 1 M (primer tamp6n de equilibrado), 400 ml de tampdn citrato sédico 40 mM pH 4.5 (segundo tampén de equilibrado),
y 400 ml de tampén citrato sédico 40 mM pH 5.0 (tercer tampon de equilibrado).

Los dos experimentos se realizaron con un régimen de flujo lineal de 450 cm/h.:

(i) Experimento A) 236 ml de solucién de proteina diluida se carg6 en la columna
(i) Experimento B) 353 ml de solucién de proteina diluida se carg6 en la columna tres veces

Fraccién 1: el material no-enlazado se lavé de la columna con tampdn de acido citrico 10 mM pH 5.0. El inhibidor alfa-1-
proteasa se recogio en la fraccion de lavado. Las proteinas enlazadas se eluyeron seguidamente en dos etapas.

- Fraccion 2, primera etapa de la elucién: La albumina humana se eluyd con octanoato sodico (caprilato sodico) 5 mg/ml,
pH 6.0.

- Fraccion 3, segunda etapa de la elucién: Otras proteinas que incluyen IgG y transferrina se eluyeron con citrato sodico
0.3 M pH 7.4.

RESULTADOS

La tabla méas abajo muestra los volimenes de solucién de proteina y tampones cargados en cada columna:

Fraccion Corrida A Corrida B
Primer tampén de equilibrado 160 ml 160 ml
Segundo tampén de equilibrado 400 ml 400 ml
Tercer tampoén de equilibrado 400 ml 400 ml

Fraccion de proteina 1

Volumen de lavado (inhibidor alfa-1-proteasa) 750 ml 815 ml
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Fraccion Corrida A Corrida B

Fraccion de proteina 2

elucién de albimina humana 500 ml 520 ml

Fraccion de proteina 3

elucién de IgG y transferrina 350 ml 390 ml

Cuantificacion del inhibidor alfa-1-proteasa y albimina humana in Fracciéon 1,2y 3

La Inmunodifusiéon Radial Simple (SRI) se realizd para cuantificar el rendimiento relativo en por ciento de inhibidor alfa-1-
proteasa y albumina humana en las fracciones a partir de la columna como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17,
Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realizé con : anti-inhibidor alfa-1-proteasa humana en conejo de Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nim. : A0012
(0.6 pl por cm2) y anti albimina humana en conejo de Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nim. : A001 (0.3 pl por cmz).

Una curva estandar se realizé con la solucién de proteina cargada en la columna en la concentracion de 100%, 80%, 60%,
40% y 20%. Cada una de las tres fracciones se leyd con relacién a la curva estandar.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo en por ciento de la materia prima cargada en la columna:

Determinacion del inhibidor de alfa-1-proteasa humana

Corrida Fraccién de proteina 1 de |Fraccion de proteina 2 de | Fraccion de proteina 3 de

material no-enlazado primer eluato segundo eluato

Corrida 80% 0% 0%

A
Corrida 80% 0% 0%

B

Determinacion de albimina humana
Corrida Fraccién 1 de material no- Fraccién 2 de primer Fraccion 3 de segundo
enlazado eluato eluato

Corrida 0% 95% 0%

A
Corrida 0% 95% 0%

B

Cada fraccion del experimento se probd con SDS-PAGE para evaluar el contenido y naturaleza de las proteinas.

SDS-PAGE

Para el SDS-PAGE, se uso el gel de Tris-Glicina Invitrogen SDS-Page 4-20% (ndm. de cat. EC6025).

Preparacion de la muestra: 25 pl de muestra y 25 pl de tampdn muestra tris-glicina Invitrogen (nim. de cat. LC2676) se
mezcl6 y calenté por 5 minutosen un bafio de agua. El tampo6n de corrida tris 0.024 M (Sigma T1378), glicina 0.19 M

(Merck 5001901000), SDS 0.1% (dodecil sulfato sédico, JT Baker 2811) pH 8.6 se afiadio.

20 pl de muestra se aplicé en cada ranura de andlisis y la potencia se ajust6 para dar una corriente de 40 mA. Cuando la
linea azul del tampdn muestra alcanzé un cm del fondo del gel la potencia se cambié y el gel se tifié durante la noche con el
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estuche de tincién Azul coloidal de Invitrogen (nim. de cat. LC 6025) en un cuadro de agitacion. El siguiente dia el gel se
transfirié en agua y destifié con agua por 2 horas.

Resultados

Ninguna descomposicion o desnaturalizacion de las moléculas de inhibidor alfa-1-proteasa (alfa-1-PI) humano o albumina
humana pueden detectarse mediante electroforesis en gel con dodecilsédico (SDS-PAGE). La pureza de la albimina
humana eluida se encontré que era mayor que 95% cuando se determiné mediante SDS-PAGE.

En la Fraccion 1 se recuperé el alfa-1-Pl

En la Fraccion 2 se recuperé la albimina humana enlazada.

En la Fraccion 3 se recuperd la inmunoglobulina G y transferrina enlazadas.

EJEMPLO 2

La separacion de la albumina humana y el inhibidor alfa-1-proteasa de la fraccion de Cohn (SUP I, Il y Ill) mediante la
adsorcion en lecho expandido a diferentes valores de pH.

Adsorbente
FastLine ®UFC NNSDW Cat. nim. CS48, UpFront Cromatografia A/S. Ver ejemplo 1.
Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucién de proteina comprendié una fraccién de Cohn del sobrenadante |, II, lll, conductividad 5,74 mS, pH 7.2, que
comprende aproximadamente 10% de etanol.

La solucién de proteina se diluyé con agua desmineralizada o acetato de sodio 20 mM pH 5 en una relacion de un volumen
de sobrenadante de Cohn I, Il, Ill para 5 volimenes de agua o acetato de sodio 20 mM pH 5y el pH se ajusto a diferentes
valores de pH con &cido clorhidrico 1 M.

Parametros del proceso:

El experimento se realiz6 en una columna FastLine®20 en lecho expandido (0 = 2 cm) nimero de producto 7020-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

Los tres experimentos se realizaron con un régimen de flujo lineal de 450 cm/h. La columna se compacté con 50 cm de
adsorbente (157 ml) y equilibr6 a temperatura ambiente (20-25 ) con 160 ml de NaOH 1 M (primer tamp6n de
equilibrado), 400 ml de tampdn citrato sédico 40 mM pH 4.5 (segundo tampodn de equilibrado) seguido por el equilibrado con
un tercer tampon (tercer tampon de equilibrado) que comprende:

Experimento A: 400 ml 40 mM tampdn de citrato sédico pH 5.0

Experimento B: 400 ml 40 mM tampdn de citrato sédico pH 5.3

Experimento C: 400 ml 40 mM tampon de citrato sodico pH 5.5
240 ml de solucién de proteina diluida se ajust6 con HCI 1 M en:

Experimento A: pH 5.0, conductividad = 2.16 mS

Experimento B: pH 5.3, conductividad = 2.27 mS

Experimento C: pH 5.5, conductividad = 2.29 mS

Después de que el pH se ajusto la solucién de proteina se carg6 en la columna.
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Fraccién 1: el material no-enlazado se lavé con tampoén citrato sédico 10 mM pH 5.0. El inhibidor alfa-1-proteasa se recogio
en la fraccion de lavado a partir de la columna.

Las proteinas enlazadas se eluyeron en dos etapas.
Fraccién 2, primera etapa de la elucién: la albimina humana se eluy6 con caprilato sédico 5 mg/ml, pH 6

Fraccién 3, segunda etapa de la elucion: otras proteinas que incluyen IgG y transferrina se eluyeron con citrato sodico 0.3 M
pH 7.4.

RESULTADOS

La tabla méas abajo muestra los volimenes de la solucién de proteina y tampones cargados en cada columna:

Fraccion Corrida A | Corrida B | Corrida C
Primer tampén de equilibrado 160 ml 160 ml 160 ml
Segundo tampdn de equilibrado® 400ml | 400ml | 400 ml
Tercer tampén de equilibrado 400 mi 400 mi 400 ml
Volumen de la solucién de proteina 240 ml 240 ml 240 ml
Fraccion de proteina 1 640 ml 640 ml 685 ml

Volumen de la fraccion de lavado (inhibidor alfa-1-proteasa)

Fraccion de proteina 2 490 ml 430 ml 360 ml
Elucién de albumina humana

Fraccion de proteina 3 250 ml 210 ml 200 ml
Elucién de trazas humanas de IgG y transferrina

Cuantificacion del inhibidor alfa-1-proteasa y albimina humana en la Fraccién 1,2y 3

La Inmunodifusiéon Radial Simple (SRI) se realiz6 para cuantificar el rendimiento relativo en por ciento del inhibidor alfa-1-
proteasa y albiumina humana en las fracciones a partir de la columna (ver ejemplo 1)

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo en por ciento de la solucién de proteina cargada en la columna:

Determinacion del inhibidor de alfa-1-proteasa

Corrida Fraccién de proteina 1 material no Fraccion de Fraccién de
enlazado proteina 2 primer | proteina 3 segundo
eluato eluato
Corrida A 60% 0% 0%
Corrida B 80% 0% 0%
Corrida C sin datos sin datos sin datos

Determinacion de albamina humana
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Corrida Fraccién de proteina 1 material no Fraccion de Fraccién de
enlazado proteina 2 primer | proteina 3 segundo
eluato eluato
Corrida A 0% 95% 0%
Corrida B 20% 80% 0%
Corrida C sin datos sin datos sin datos

Cada fraccion del experimento se probd con SDS-PAGE para evaluar el contenido y naturaleza de las proteinas.
SDS-PAGE (Ver experimento 1)

Resultados

Ninguna descomposicién o desnaturalizacién de las moléculas de inhibidor alfa-1-proteasa o albumina pueden detectarse

mediante SDS-PAGE. La pureza de la albimina humana eluida se encontré que era mayor que 95 % cuando se determin6
mediante SDS-PAGE.

Ejemplo 3

Aislamiento del inhibidor alfa-1-proteasa a partir de la Fraccion no-enlazada obtenida en el ejemplo 1.

Adsorbente

FastLine ®DEAE Intercambiador i6nico Cat. nim. CS62, UpFront Cromatografia A/S. El adsorbente se bas6 en agarosa con
particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el
diametro de la particula estaba en el intervalo de 40-120 um con un diametro medio de particulas de 70 um. El adsorbente
comprendi6é grupos dietilaminoetil (DEAE) como el ligando y una concentracion de ligando de 150 micromoles por ml de
adsorbente sedimentado.

Solucién de proteina

Fraccion de proteina 1 (el material no-enlazado) de la separacion de la albimina e inhibidor de la alfa-1-proteinasa como se
describe en el ejemplo 1, experimento A. El pH en la fraccién de proteina se ajust6 a pH 8.2 con NaOH 1 M. La
conductividad fue en lo sucesivo de 6.16 mS.

Parametros del proceso

El experimento se realizé en columnas Poli-Prep nimero de producto 731-1550, BioRad.

La columna se compactd con 1ml de intercambiador iénico y equilibré a temperatura ambiente (20-25 ) por 30 minutos
con 5 ml de fosfato potasico 1 M pH 8.2. Después de la incubacion el intercambiador iénico se lavé con 10 ml de fosfato

potasico 10 mM pH 8.2.

30 ml Fraccion de proteina se ajust6 a pH 8.2 y cargd en la columna y las fracciones a través de la corrida se recogieron en
fracciones de 5 ml. Después de cargar la fraccion de proteina la columna se lavé con 10 ml fosfato potasico 10 mM pH 8.2

El inhibidor alfa-1-proteasa unido se eluyé con fosfato potasico 10 mM +NaCl 1 M a pH 8.2.
Resultados

La tabla més abajo muestra los volimenes de materia prima y tampones cargados en la columna:

Fraccion

Fraccion de proteina 30 ml
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Fraccion

6 x5
Volumen de las fracciones a través de la corrida ml
Fraccién de lavado 10 ml
inhibidor de alfa-1-proteasa, eluato 10 ml

Cuantificacion del inhibidor de alfa-1-proteasa humana

La Inmunodifusiéon Radial Simple (SRI) se realiz6 para cuantificar el rendimiento relativo en por ciento del inhibidor de alfa-1-
proteasa en las fracciones a partir de la columna como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La RDI se reazlizé con: anti-inhibidor alfa-1-proteasa humana en conejo de Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nim. : A0012
(0.6 pl por cm®).

Una fila estandar se realiz6 con la fraccion de proteina cargada en la columna en la concentracién de 100%, 80%, 60%,
40% y 20%. Cada una de las fracciones se leyé con relacion a la curva estandar.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo del inhibidor alfa-1-proteasa en por ciento de la fraccion de proteina
cargada en la columna:

Determinacion del inhibidor de alfa-1-proteasa humana

Fraccion Rendimiento Relativo
Fraccion de proteina 1 a través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 2 a través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 3 a través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 4 a través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 5 a través de la corrida 0%
Fraccién de proteina 6 a través de la corrida 0%
Lavado 0%
Eluato 80%

Asi, ningun inhibidor alfa-1-proteasa se encontré en las fracciones de proteinas no-enlazadas, mientras que el 80 % del
inhibidor alfa-1-proteasa cargado en la columna se encontré en el eluato.

Ejemplo 4.
Adsorcién en lecho expandido del inhibidor de la alfa-1-proteinasa.

El Ejemplo 3 se repitid, sin embargo, esta vez usando una columna de adsorcion en lecho expandido con el mismo
adsorbente de intercambio i6nico a una altura de lecho sedimentado de 5 cm y un régimen de flujo lineal de 5 cm/min.

De nuevo se encontré que ningun inhibidor alfa-1-proteasa se encontré en la fraccién no-enlazada, mientras que el 80% del
inhibidor alfa-1-proteasa cargado en la columna se encontré en el eluato.

Ejemplo 5

Aislamiento de las proteinas del plasma humano a partir del plasma humano usando la adsorcién en lecho expandido con
una régimen de flujo de 450 cm/h.
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Adsorbente

FastLine ®UFC NNSDW Cat. nam. CS48, UpFront Cromatografia A/S. El adsorbente se basé en agarosa con particulas de
carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el didmetro de la
particula estaba en el intervalo de 40-120 um con un didmetro medio de particulas de 70 pum. El adsorbente comprendié el
acido 2-mercaptonicotinico como el ligando y una concentracién de ligando de 40 micromoles por ml de adsorbente
sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucion de proteina se diluyé con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de plasma humano para 2
volumenes de agua y el pH se ajusté a pH 5.0 con acido clorhidrico 1 M. La conductividad fue en lo sucesivo de 5,25
mS/cm?

Parametros del proceso:

El experimento se realiz6 en una columna FastLine®20 en lecho expandido (0 = 2 cm) nimero de producto 7020-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se cargé con adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50 cm (que corresponde a
157 ml de adsorbente) y lavé y equilibré a 20-25 € con los siguientes tampones en orden sucesivo % 160 ml de NaOH 1 M,
2) 400 ml de tamp6n de acido citrico 40 mM pH 4.5 3) 400 ml de tampdn de &cido citrico 40 mM pH 5.0.

El experimento se realizé con un régimen de flujo lineal de 450 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conecté a un monitor de UV y registrador.

Muestra:
120 ml solucion de proteina (que corresponde a 40 ml de plasma sin diluir) se cargé en la columna.
Recoleccion de las fracciones:

A continuacion de cargar la solucion de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavo de la columna con
citrato sodico 10 mM pH 5.0.

Fraccién 1 (fraccion no-enlazada) se recogié como una fraccion de acuerdo con el control de UV del efluente de la columna.
A continuacién las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Fraccion 2 - primera etapa de la elucion se realizé con caprilato s6dico 5 mg/ml, pH 6.0

- Fraccion 3 - segunda etapa de la elucién se realiz6 con citrato sodico 0.3 M pH 7.4.

- Fraccion 4 -tercera etapa de la elucion se realiz6 con citrato sédico 20 MM + 0.1 M NaCl pH 7.4

Entre la primera y segunda etapa de la elucién la columna se lav6 brevemente con 1 volumen de columna de citrato sédico
1MpH7.4

RESULTADOS

La tabla méas abajo muestra los volimenes de cada fraccion :

Fraccion Corrida
tampan de equilibrado “ 160 ml
tampén de equilibrado 400 ml
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Fraccién Corrida
tampdn de equilibrado © 400 ml

Fraccién de proteina 1
proteinas no-enlazadas y lavado 900 ml

Fraccién de proteina 2

550 ml
Fraccién de proteina 3 560 ml
Fraccion de proteina 4 370 ml

Cuantificacion de la fraccién de proteinas de plasma humano 1, 2, 3y 4 a partir de la columna

La Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realiz6 para demostrar los componentes en cada fraccion a partir de la columna
como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realiz6 con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:

Anticuerpo. Caédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti albimina humana en conejo A 0001 5l 0.30 pl por cm?
anti IgG humana en conejo A 0424 5ul 0.30 ul por cm?
anti Alfa-1-Pl humana en conejo A 0012 5l 0.60 pl por cm®
anti fibrinégeno humano en conejo A 0080 5l 0.40 pl por cm?
anti haptoglobina humana en conejo A 0030 15 pl 0.45 pl por cm?
Anticuerpo. Cdédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti GC-globina humana en conejo A 0021 15 pl 0.60 pl por cm?
anti IgM humana en conejo A 0426 15 pl 0.40 pl por cm?
anti IgA humana en conejo A 0092 15 pl 0.50ul por cm?
anti alfa-2-macroglobulina humana en conejo A 0033 15 pl 0.40 pl por cm?
anti Orosomucoide humano en conejo A 0011 5ul 0.80 pl por cm?
anti transferrina humana en conejo A 0061 5ul 0.30 pl por cm?
anti prealbimina humana en conejo A 0002 15 pl 0.75 pl por cm?
anti antitrombina Ill humana en conejo A 0296 25 ul 0.50 pl por cm?

Una curva estandar se establecié con la solucion de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las cuatro fracciones se determind con relacion a esta curva
estandar.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo de cada proteina humana en las 4 fracciones de la columna:

Fraccién de proteinal | Fraccion de Fraccion de Fraccién de
material no enlazado proteina 2 proteina 3 proteina 4
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Fraccién de proteinal | Fraccion de Fraccion de Fraccién de
material no enlazado proteina 2 proteina 3 proteina 4

Albdmina humana - 100% - -
I9G humana - - 95% 5%
alfa-1-Pl humano 90% - - -
Fibrin6geno humano - - 20% 60-80%

Haptoglobina 40% 40% 20% -
humana

GC-Globulina - 100% - -
humana

IgM humana - - 80% -
IgA humana 10% 20% 70% -

Alfa-2 Macroglobulina - 40 % 40% -
humana

Orosomucoid 100% - -
humano

Transferrina humana - - 100% -
Prealbamina humana 40% - - -

Antitrombina Ill - 80% - -
humana

"-" = rendimiento relativo por debajo de 5 %
Ejemplo 6

Aislamiento de proteinas del plasma humano a partir de plasma humano tratado con etanol usando la adsorcién en lecho
expandido con una régimen de flujo de 450 cm/h.

Adsorbente

FastLine ®UFC NNSDW Cat. nim. CS48, UpFront Cromatografia A/S. El adsorbente se basé en agarosa con particulas de
carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el didmetro de la
particula estaba en el intervalo de 40-120 pm con un didmetro medio de particulas 70 um. El adsorbente comprendié &cido
2-mercaptonicotinico como el ligando y una concentracion de ligando de 40 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.
Pre-tratamiento de la solucion de proteina

El plasma humano se ajust6 en 8% de etanol por volumen con etanol 99% a — 3 € e incub6 a — 3 € por 1 .5 horas.
Después de la incubacion el plasma se centrifugé 10 minutos. El sobrenadante se diluyé con agua desmineralizada en una
relacion de 1 parte de plasma con dos partes de agua y el pH se ajust6 a pH 5.0 con acido clorhidrico 1 M. La conductividad
fue en lo sucesivo de 4.16 mS/cm?

Parametros del proceso, volumen de muestra y fracciones

Todos los pardmetros del proceso y condiciones fueron idénticas a aquellas aplicadas en el ejemplo 5

Resultados

La tabla més abajo muestra los volimenes de cada fraccion:
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Fraccion Corrida
tampon de equilibrado ® 160 ml
tampon de equilibrado @ 400 ml
tampon de equilibrado © 400 ml

Fraccion de proteina 1
proteinas no-enlazadas y lavado 900 ml

Fraccién de proteina 2

530 ml
Fraccion de proteina 3

570 ml
Fraccion de proteina 4

250 ml

Cuantificacion de la fraccion de proteinas de plasma humano 1, 2, 3y 4 a partir de la columna
El andlisis por SRI se realiz6 como en el ejemplo 5.
Resultados

La tabla mas abajo muestra el rendimiento de cada proteina humana en las 4 fracciones a partir de la columna en relacién
con la cantidad total de la proteina aplicada a la columna:

Fraccion de proteinal | Fraccion de Fraccién de Fraccion de

material no enlazado proteina 2 proteina 3 proteina 4
Albdmina humana - 100% - -
19G humana - - 95% 5%
alfa-1-Pl humano 90% - - -
Fibrinbgeno humano - - 20% 60-80%
Haptoglobina 40% 40% 20% -
humana
GC-Globulina - 100% - -
humana
IgM humana - - 60% -
IgA humana 10% 20% 60% -
Alfa-2 Macroglobulina - 50% 20% -
humana
Orosomucoid 100% - -
humano
Transferrina humana - - 100% -
Prealbumina humana 40% 20% - -
Antitrombina Il - 80% - -
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Fraccién de proteinal | Fraccion de Fraccion de Fraccién de
material no enlazado proteina 2 proteina 3 proteina 4

humana

"-" = rendimiento relativo por debajo de 5 %
EJEMPLO 7
Aislamiento del inhibidor de alfa-1-proteasa humana (API) de la fraccion no-enlazada del ejemplo 5.
Adsorbente
FastLine ®DEAE Intercambiador i6nico Cat. nim. CS62, UpFront Cromatografia A/S.
El intercambiador i6nico se basé en 4% de agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas. Las cuentas de
conglomerado tuvieron una densidad de aproximadamente 2.9 g/ml y un tamafio de particulas en el intervalo de 40-120 um
con un tamafio medio de particula (diametro) de 70 um. El adsorbente comprendi6 grupos de DEAE (dietilaminoetil-) y una
concentracién de aproximadamente 150 milimoles por litro de adsorbente sedimentado
Solucién de proteina
El material de partida para este experimento era la fraccion de proteina 1 (el material no-enlazado) obtenida del aislamiento
de proteinas del plasma humano usando la adsorcién en lecho expandido como se describe en el ejemplo 5. El pH en la
fraccion de proteina se ajusté cuidadosamente a pH 8.2 con NaOH 1 M. La conductividad fue en lo sucesivo 5,15 mS/cm?

Parametros del proceso:

El experimento se realiz6 como los experimentos en lecho compactado en columnas Poli-Prep nimero de producto 731-
1550, BioRad, Estados Unidos.

Todas las etapas se realizaron a una régimen de flujo de 1 ml/minuto.

La columna se compacté con 1 ml de DEAE Intercambiador i6nico y equilibré, a 20-25 C, con 5 ml de K> HP04 1 M ajustado
a pH 8.2 con NaOH 1 M. Después de equilibrado el intercambiador i6nico se lavé con 10 ml de fosfato potasico 10 mM pH
8.2.

50 ml de la materia prima ajustada a pH 8.2 se carg6 en la columna y las fracciones a través de la corrida (el material no-
enlazado) se recogieron en fracciones de 10 ml. Después de cargar la materia prima la columna se lavé con 10 ml de K>
HPO4 10 mM ajustada a pH 8.2

A continuacion de cargar y lavar el inhibidor de la alfa-1-proteinasa unido (alfa-1-Pl) se liberd y eluyé con fosfato potasico 10
mM + 1 M NaCl, pH 8.2.

Resultados

La tabla méas abajo muestra los volimenes de materia prima y tampones cargados en la columna:

Fraccion Volumen
Fraccion de proteina 50 mi
Fracciones a través de la corrida 5x10ml
Fraccién de lavado 10 ml
eluato del alfa-1-Pl humano 10 ml

Cuantificacion del alfa-1-Pl humano a partir de la columna
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La Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realizé para cuantificar la concentracion relativa de alfa-1-Pl en las fracciones a
partir de la columna como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realizé con anti-IFA humano en conejo de Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nim. : A0012 (0.6 pl por cmz).

Una curva estandar se realiz6 con la fraccién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la concentracion
de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. La concentracién de alfa-1-Pl en cada una de las fracciones se determiné contra la curva
estandar y el rendimiento relativo se calculé en esta fraccion a partir del volumen de la fraccién en relacion con el volumen y
concentracion de alfa-1-PI en la fraccion de proteina aplicada.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo en por ciento del alfa-1-PI total cargado en la columna:

Determinacion del alfa-1-Pl humano (inhibidor de la alfa-1-proteinasa)

Fraccion

Fraccion de proteina la través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 2 a través de la corrida 0%
Fraccion de proteina 3 a través de la corrida 0%
Fraccién de proteina 4 a través de la corrida 5%
Fraccién de proteina 5 a través de la corrida 7%
Lavado <5%
Eluato 85%

Pureza del eluato y demostracion de la actividad de unién a la elastasa.
SDS-PAGE
Para SDS-PAGE, se us6 gel Tris-Glicina de Invitrogen SDS-Page 4-20% (num. de cat. EC6025).

La demostracion de la actividad de union a la elastasa del alfa-1-PI en la fraccion de proteina (Fracciéon 1, ejemplo 5) se
realiz6 analizando la fraccion de proteina con SDS-PAGE antes y después de la incubacion con la elastasa (Sigma nam. de
cddigo E0127): La fraccién de proteina se ajusté a pH 7 con NaOH 0.2 M y 500 pl de la fraccion de proteina se le afiadi6 6.5
pl de elastasa 2.5mg/ml e incubd por 30 min. a 30 °C.

Preparacion de la muestra: 25 pl de muestra y 25 pl de tamp6n muestra tris-glicina Invitrogen (nim. de cat. LC2676) se
mezclé y calentd durante 5 minutos en un bafio de agua. El tampén de corrida 0.024 M tris (Sigma T1378), 0.19 M glicina
(Merck 5001901000), 0.1% SDS (dodecil sulfato sédico, JT Baker 2811) pH 8.6 se afadié.

20 pl de muestra se aplicé en cada ranura de analisis y la potencia se ajusté para dar una corriente de 40 mA. Cuando la
linea azul del tamp6n muestra alcanzé un cm del fondo del gel la potencia se cambié y el gel se tifié durante la noche con el
estuche de tincién azul coloidal de Invitrogen (nim. de cat. LC 6025) en un cuadro de agitacion. El siguiente dia el gel se
transfirié en agua y destifié con agua por 2 horas.

Resultados

El resultado mostré que el eluato del alfa-1-PI de la DEAE Intercambiador i6nico tiene un alto grado de pureza como
estimado mediante SDS-PAGE (estimado en > 80%). Ver ademas la fig. 3.

Ademas, el resultado mostroé también que practicamente todo el inhibidor de la alfa-1-proteinasa en la fraccion de proteina
(fraccion no-enlazada del ejemplo 5) era activo y capaz de unirse a la elastasa. Ver ademas la fig. 4
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Ejemplo 8

Aislamiento de IFA humano y orosomucoid humano (alfa-1-acido glicoproteina) a partir de la fraccion no-enlazada en el
ejemplo 5.

Adsorbente

tamafio de particulas (diametro) en el intervalo de 80-150 um. Adsorbentes basados en 6% cuentas de agarosa reticuladas
y activadas con epiclorhidrina antes del acoplamiento de los ligandos siguientes:

Experimento Nom. Ligando

2 - Hidroxi - piridina (45 micromoles/ml adsorbente)

4 - Bencil - oxifenol (40 micromoles/ml adsorbente)

2 - Amino - piridina (40 micromoles/ml adsorbente)

1,8-Diamino - octano (50 micromoles/ml adsorbente)
Bencilamina (35 micromoles/ml adsorbente)

2,5 - dimercapto -1,3,4- tiadiazol (65 micromoles/ml adsorbente)

N o o N

N - Octilamina (70 micromoles/ml| adsorbente)

Solucién de proteina

Fraccion de proteina 1 (el material no-enlazado) a partir del aislamiento de las proteinas del plasma humano usando la
adsorcion en lecho expandido del ejemplo 5. La fraccién de proteina se afiadié sulfato de amonio a una concentracion final
de sulfato de amonio 2 M seguido por el ajuste cuidadoso del pH 8.2 con NaOH 1 M.

Parametros del proceso

Los experimentos se realizaron como la adsorcién en lecho compactado en columnas Poli-Prep nimero de producto 731-
1550, BioRad, Estados Unidos. La régimen de flujo fue 1 ml/min en todas las etapas.

Cada una de las columnas se compact6 con 1 ml de adsorbente y el adsorbente se lavo en la columna posteriormente con D
5 ml con agua desmineralizada y 24 ml de sulfato de amonio 2 M pH 8.2.

15 ml Fraccion de proteina se cargd en cada columna y las fracciones a través de la corrida (el material no-enlazado) se
recogieron en dos fracciones. Después de cargar la fraccion de proteina las columnas se lavaron posteriormente con V5 ml
de sulfato de amonio 2 M pH 8.2 )5 ml de sulfato de amonio 1 M pH 8.2. Después del lavado el adsorbente se eluyé con
10 ml de tampon fosfato potasico 10 mM pH 8.2 + 0.1 M de NaCl (excepto para el experimento 5, donde el pH del tamp6n
fue pH 5.0). Las fracciones del lavado y la elucién se recogieron como fracciones individuales para el analisis.

RESULTADOS

La tabla mas abajo muestra el volumen de la fraccion de proteina cargada en las columnas asi como el volumen de las
fracciones recogidas durante el experimento 1-7:

Fraccién de Fraccion de proteina 1 | Fraccién de proteina 1 | Lavado | Lavado |Eluato
proteina aplicada | a través de la corrida a través de la corrida 1 2
15 ml 5ml 10ml 5ml 5ml 10ml

Cuantificacion del alfa-1-Pl humano y orosomucoid humano (alfa-1-acido glicoproteina) del experimento 1 a 7

La Inmunodifusiéon Radial Simple (SRI) se realizé para cuantificar la concentracion relativa en por ciento de las proteinas
especificas en las fracciones obtenidas como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.
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La SRI se realizé con los anticuerpos siguientes:

- anti-alfa-1-PI humana en conejo, Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nim. A0012 (0.6 pl por cm2)
- anti-orosomucoid humano en conejo, Dako Cytomation, Dinamarca, Cat. nam. A0011 (0.8 pl por sz)

Una curva estandar se realizé con la fraccion de proteina cargada en la columna (sin diluir= 100 % de referencia) en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. La concentracion relativa de las proteinas especificas en las fracciones
recogidas se determind contra la curva estdndar. El rendimiento relativo de las proteinas especificas en cada fraccion se
calculo a partir del volumen de la fraccion en relacién con la cantidad total de la proteina aplicada a la columna.

Determinacion de la pureza del alfa-1-PI eluida (inhibidor de la alfa-1-proteinasa)
SDS-PAGE
Para el SDS-PAGE, se us6 el gel Tris-Glicina de Invitrogen SDS-Page 4-20% (ndm. de cat. EC6025).

Preparacion de la muestra: 25ul de muestra y 25ul de tampén muestra tris-glicina Invitrogen (nim. de cat. LC2676) se
mezclé y calentd durante 5 minutos en un bafio de agua. El tampdn de corrida 0.024 M tris (Sigma T1378), 0.19 M glicina
(Merck 5001901000), 0.1% SDS (dodecil sulfato sédico, JT Baker 2811) pH 8.6 se afiadi6.

20 pl de muestra se aplicé en cada ranura de andlisis y la potencia se ajust6 para dar una corriente de 40 mA. Cuando la
linea azul del tamp6n muestra alcanzé un cm del fondo del gel la potencia se cambid y el gel se tifié durante la noche con el
estuche de tincioén azul coloidal de Invitrogen (nim. de cat. LC 6025) en un cuadro de agitacion. El siguiente dia el gel se
transfirid en agua y destifié con agua por 2 horas.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo de la proteina en cada fraccién en por ciento de la cantidad total aplicada
a la columna.

Determinacion del alfa-1-Pl humano y orosomucoid humano (alfa-1-acido glicoproteina). Rendimiento en relacion con la
cantidad total de proteina aplicada

Experimento Fracciéon 1 a través de |Fraccion 2 a través de |[Lavado |Lavado |Eluato
Nam. la corrida la corrida 1 2
Ligando: 2 - Hidroxi - piridina
1 alfa-1-PI - - - 60% 40%
Orosomucoid 20% 80% - - -

Ligando: 4 - Bencil - oxifenol
2 alfa-1-PI - - - - 30%

Orosomucoid - - - - 60%

Ligando: 2 - Amino - piridina
3 alfa-1-PI 40% 60% - - -
Orosomucoid 40% 60% - - -

Ligando: 1,8 Diamino - octano

4 alfa-1-PI - 20% - 20% -
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Ligando: 1,8 Diamino - octano
Orosomucoid 40% 60% - - -

Ligando: Bencilamina
5 alfa-1-PI - - - - 60%
Orosomucoid 20% 25% - 60% -

Ligando: 2,5 - Dimercapto - 1,3,4- tiadiazol
6 alfa-1-PI - - - - 90%
Orosomucoid 15 40 - 40 -

Ligando: N - Octilamina
7 alfa-1-PI - - - - -

Orosomucoid - - - - -

"-" = rendimiento relativo por debajo de 5 %

Procesamiento corriente abajo adicional
La concentracion el eluato del experimento 5 (bencilamina como el ligando) mediante ultrafiltracion seguido de dos etapas

de inactivacion viral: 1) tratamiento con disolvente-detergente y 2) filtracion viral (nano-filtraciéon) proporciona un producto
adecuado para el uso terapéutico.

Ejemplo 9
Aislamiento de IFA humano y orosomucoid humano (alfa-1-acido glicoproteina).
Adsorbente

El tamafio de particulas (diametro) estaba en el intervalo de 80-150 um. Los adsorbentes se basaron en 6% de cuentas de
agarosa reticuladas y activadas con epiclorhidrina antes del acoplamiento de los ligandos siguientes:

Experimento Num. | Ligando

1 2 - Hydroxi - piridina, (45 micromoles/ml adsorbente)
2 4 - Bencil - oxifenol, (40 micromoles/ml adsorbente)
3 2,5-dimercapto-1,3,4-tiadiazol, (65 micromoles/ml adsorbente)

Solucién de proteina

Fraccion de proteina 1 (el material no-enlazado) a partir del aislamiento de las proteinas del plasma humano usando la
adsorcion en lecho expandido del ejemplo 5. La fraccién de proteina se afiadié sulfato de amonio a una concentracion final
de sulfato de amonio 2 M seguido por el ajuste cuidadoso a pH 8.2 con NaOH 1 M.

Parametros del proceso

Los experimentos se realizaron como la adsorcion en lecho compactado en columnas Poli-Prep namero de producto 731-
1550, BioRad, Estados Unidos. La régimen de flujo fue Iml/min en todas las etapas.
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Cada una de las columnas se compacté con 1 ml de adsorbente y el adsorbente se lavo en la columna posteriormente con D

5 ml de agua de intercambiador i6nico y 2 4 ml de sulfato de amonio 2 M pH 8.2.

75 ml de la fraccién de proteina se cargd en cada columna y las fracciones a través de la corrida se recogieron en cinco
fracciones de 15 ml cada una.

Experimento 1 y 2: Después de cargar la fraccién de proteina las columnas se lavaron con 5 ml de sulfato de amonio 2 M
pH 8.2y eluyeron con 10 ml de tampén fosfato potasico 10 mM pH 8.2, 0.1 M NacCl.

Experimento 3: Después de cargar la fraccion de proteina la columna se lavé posteriormente con Y5 ml de sulfato de
amonio 2 M pH 8.2 ) 5 ml de sulfato de amonio 1 M pH 8.2. Después del lavado el adsorbente se eluyé con 10 ml tampén
fosfato potasico 10 mM pH 8.2, 0.1 M NaCl.

RESULTADOS

La tabla mas abajo muestra los volumenes de la fracciébn de proteina y tampones cargados en las columnas en el
experimento 1-3

Experimento | Fraccion de Fraccion de proteina 1-5 a Lavado | Lavado 2 |Eluato
proteina través de la corrida 1
1 75 ml 15 ml 5ml No 10 ml
realizado
2 75 ml 15 ml 5ml No 10 ml
realizado
3 75 ml 15 ml 5ml 5ml 10ml

Cuantificacion del alfa-1-Pl humano y orosomucoid humano (alfa-1-acido glicoproteina) del experimento 1 a 7

La Inmunodifusiéon Radial Simple (SRI) se realiz6 para cuantificar la concentracién en por ciento de las proteinas especificas
en las fracciones obtenidas a partir de la columnas en relacion con la fraccion de proteina como se describe en Scand. J.
Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realiz6 con los anticuerpos especificos siguientes:

- anti-alfa-1-PI humana en conejo, DakoCytomation, Dinamarca, Cat. num. A0012 (0.6 pl por sz)
- anti-orosomucoid humano en conejo, DakoCytomation, Dinamarca, Cat. nam. A0011 (0.8 pl por sz)

Una curva estandar se realiz6 con la fraccion de proteina cargada en la columna (sin diluir = 100% de referencia) en la
concentracién de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. La concentracion relativa de las proteinas especificas en las fracciones
recogidas se determiné contra la curva estandar. El rendimiento relativo de las proteinas especificas en cada fraccion se
calculd a partir del volumen de la fraccién en relacion con la cantidad total de la proteina aplicada a la columna.

Resultados

La tabla méas abajo muestra el rendimiento relativo de alfa-1-PIl y orosomucoid (alfa-1-acido glicoproteina) en cada fraccion
en por ciento de la cantidad total aplicada a la columna.

Experimento - 1 Ligando: 2 hidroxi piridina
alfa-1-PI Orosomucoid
Fraccion de proteina 1 a través de la corrida 2% 12%
Fraccion de proteina 2 a través de la corrida 4% 16%
Fraccién de proteina 3 a través de la corrida 6% 16%
Fraccion de proteina 4 a través de la corrida 8% 16%
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Experimento - 1 Ligando: 2 hidroxi piridina
alfa-1-PI Orosomucoid
Fraccion de proteina 5a través de la corrida 10% 16%
Lavado 1 0% 16%
Lavado 2 N.P. N.P.
Eluato 80% 0%
Experimento - 2 Ligando: 4 bencil oxi-fenol
alfa-1-PI Orosomucoid
Fraccién de proteina 1 a través de la corrida 0% 0%
Fraccién de proteina 2 a través de la corrida 0% 0%
Fraccién de proteina 3va través de la corrida 1% 4%
Fraccién de proteina 4 a través de la corrida 2% 6%
Fraccion de proteina 5 a través de la corrida 4% 8%
Lavado 1 0% 0%
Lavado 2 N.P. N.P.
Eluato 80% 60%
Experimento - 3 (Mimo CS) Ligando: 2,5-Diamercapto-1,3,4-
tiadiazol
alfa-1-PI Orosomucoid
Fraccion de proteina 1 a través de la 1% 8%
corrida
Fraccion de proteina 2 a través de la 2% 12%
corrida
Fraccion de proteina 3 a través de la 2% 12%
corrida
Fraccion de proteina 4 a través de la 8% 16%
corrida
Fraccion de proteina 5 a través de la 10% 16%
corrida
Lavado 1 0% 0%
Lavado 2 20% 0%.
Eluato 50% 0%

"N.P." = No realizado

Ejemplo comparativo 10

Aislamiento de factores de coagulacién y anti-coagulacién del plasma humano en bruto mediante la adsorcién en lecho
expandido.

Adsorbente
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El adsorbente se bas6 en cuentas de agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las
particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el diametro de la particula estaba en el intervalo de 40-120 pum con un
diametro medio de particula en el volumen de 70 um. El adsorbente se activé y reticuld con epiclorhidrina y acopl6 con el
ligando p-Xililenodiamina (la concentracion final del ligando fue de 25 micromoles por ml de adsorbente sedimentado).

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

El plasma humano en bruto (plasma en citrato estandar) se ajusté a pH 6.7 con acido acético 1 M. La conductividad fue en
lo sucesivo de 11.5 mS/cm?

Parametros del proceso

El experimento se realizé en una columna FastLine® 10 en lecho expandido (0=1 cm) namero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se carg6 con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 25 cm (que corresponde a
aproximadamente 20 ml de adsorbente sedimentado) y lavé y equilibré a 20-25 T con tamp6n citrato sédi co 20 mM pH 6.7.

El experimento se realizéd con un régimen de flujo lineal de 300 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conecté a un monitor de UV y registrador.

100 ml de solucién de proteina (que corresponde a 5 veces los volimenes de lecho sedimentado) se cargé en la columna.

A continuacién de cargar la solucion de proteina el material no-enlazado se lavé de la columna con citrato sédico 5 mM pH
6.7 (lavado etiquetado 1). Seguido del lavado 1 las proteinas débilmente enlazadas se lavaron de la columna con citrato
sédico 5 mM + cloruro sédico 0.2 M pH 6.7 (lavado etiquetado 2). Posteriormente las proteinas fuertemente enlazadas se
eluyeron con citrato sédico 5 mM + cloruro sédico 0.8 M pH 6.7

La fraccion a través de la corrida y lavado 1 se recogi6 a partir de la columna como una fracciéon mientras, el lavado 2 y el
eluato se recogi6 en una fraccion separada.

El plasma en bruto, la fraccion combinada de corrida-a través y lavado y el eluato se midieron después para la actividad de
un intervalo de factores especificos de coagulacién y anti-coagulacion usando el analizador DiaMed CD-X (Cresser, Suiza).
La actividad biologica del factor de von Willebrand (VWF) se evalué con el ensayo del cofactor ristocetina (VWFRco). El
antigeno del factor von Willebrand (VWWFAQ) se cuantific6 usando un ensayo turbidimétrico. La proteina S, proteina C e
inhibidor-Cl se midieron con un ensayo funcional.

Otras proteinas tales como albumina, 1gG, alfa-1-antitripsina, fibrindgeno, transferrina y alfa-1-4cido-glicoproteina se
determinaron por Inmunodifusién Radial Simple.

Ajustando la actividad o cantidad de cualquier proteina especifica aplicada a la columna en la solucion de proteina en 100%,
se puede determinar el rendimiento relativo en cada fraccion. La recuperacion total se define como la suma de los
rendimientos encontrados en las fracciones de a través de la corrida, lavado y elucion.

El eluato se analiz6 después mediante cromatografia de exclusiébn por tamafio en una Superdex G200 (Amersham
Biosciences). Las fracciones a partir del andlisis se analizaron para la actividad del Factor VIII.

Resultados

Rendimiento y recuperacion total de las proteinas seleccionadas en relacion con el material de

partida
Plasma Corrida-a Lavado 2 | Eluato | Recuperacion
crudo (%) | través/Lavado 1 (%) (%) (%) (%)
Factor Il 100 <5 <5 40 40-50
Factor V 100 <5 70 <5 70-75
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Rendimiento y recuperacion total de las proteinas seleccionadas en relacion con el material de

partida
Plasma Corrida-a Lavado 2 | Eluato | Recuperacion

crudo (%) | través/Lavado 1 (%) (%) (%) (%)
Factor VII 100 <5 <5 100 ~100
Factor VI 100 10 10 45 65
Factor IX 100 <5 10 50 60-65
Factor X 100 <5 <5 100 ~100
Factor XI 100 40 10 20 70
VWFag 100 <5 <5 60 60-65
VWFRco 100 <5 <5 55 55-60
Proteina S 100 <5 <5 65 65-70
Proteina C 100 <5 <5 65 ~100
inhibidor-Cl 100 10 60 40 95-100
Fibrinbgeno 100 95 <5 <5 98
Albdmina 100 97 1 <1 99
19G 100 98 1 <1 99
Alfa-1-antitripsina 100 99 <1 <1 99
Alfa-1-4cido 100 99 <1 <1 99

glicoproteina

La cromatografia de exclusion por tamafio en una Superdex G200 indicé que el Factor VIl en el eluato se unié con el factor
von Willebrand (la actividad del Factor VIII aparecié préxima al volumen muerto de la columna de exclusion por tamafio,
mientras que ninguna actividad se encontré en la posicion que corresponde a el Factor VIII no-enlazado).

Al repetir el experimento a una régimen de flujo aumentada de 500 cm/hora dio esencialmente los mismos resultados.

Ejemplo comparativo 11

Aislamiento del complejo Factor VIII-vWF a partir del plasma mediante la adsorciéon en lecho expandido. La capacidad de
unién al adsorbente como una funcién del tamafio de particulas del adsorbente.

Adsorbentes

Los cuatro adsorbentes empleados en este experimento se basaron todos en cuentas de agarosa con particulas de carburo
de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml mientras que el diametro medio
de las particulas en el volumen se vari6 entre 40 a 200 um. Los adsorbentes se activaron y reticularon con epiclorhidrina y
acoplaron con el ligando p-Xililenodiamina (la concentracién final del ligando fue de 25 micromoles por ml de adsorbente
sedimentado). Las preparaciones de los cuatro adsorbentes diferentes se probaron teniendo los siguientes diametros
medios de particulas en el volumen:

Diametro medio de particulas en el volumen: 40 pm
Didametro medio de particulas en el volumen: 70 um
Didmetro medio de particulas en el volumen: 150 pm
Didmetro medio de particulas en el volumen: 200 pm

Pre-tratamiento de la solucion de proteina
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El plasma humano en bruto (plasma en citrato estandar) se ajusté a pH 6.7 con acido acético 1 M. La conductividad fue en
lo sucesivo 11.5 mS/cm?

Parametros del proceso

El experimento se realizé en una columna FastLine® 10 en lecho expandido (0=1 cm) numero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se carg6 con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 25 cm (que corresponde a
aproximadamente 20 ml del adsorbente sedimentado) y lavé y equilibré a 20-25 € con tampdn citrato sod ico 20 mM pH 6.7.

El experimento se realiz6 con un régimen de flujo lineal de 350 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conectd a un monitor de UV y registrador.
200 ml de muestra (que corresponde a 10 veces los volimenes de lecho sedimentado) se cargé en la columna.

A continuacion de cargar la solucién de proteina, el material no-enlazado se lavé de la columna con citrato s6dico 5 mM pH
6.7 (lavado etiquetado 1). A continuacién del lavado 1 las proteinas débilmente enlazadas se lavaron de la columna con
citrato sédico 5 mM + cloruro sédico 0.2 M pH 6.7 (lavado etiquetado 2). Posteriormente las proteinas fuertemente
enlazadas se eluyeron con citrato sédico 5 mM + cloruro sédico 0.8 M pH 6.7

La fraccion a través de la corrida y lavado 1 se recogi6 a partir de la columna como una fracciéon mientras que, el lavado 2 y
el eluato se recogi6 en una fraccion separada.

El plasma en bruto, la fraccion combinada de corrida-a través y lavado y el eluato se midieron después para la actividad del
Factor VIIl usando el analizador DiaMed CD-X (Cresser, Suiza).

Ajustando la actividad del Factor VIII aplicado a la columna en la solucién de proteina a 100%, se determind el rendimiento
relativo en cada fraccion. La recuperacion total se define como la suma de los rendimientos encontrados en las fracciones a
través de la corrida, lavado elucion.

RESULTADOS

Rendimiento y recuperacion total del Factor VIII en relacién con el material de partida.

Plasma Corrida-a Lavado 2 Eluato Recuperacién
crudo (%) través/Lavado 1 (%) (%) (%) (%)
Ej. A, 40 um 100 10 10 50 70
Ej. B, 70 pm 100 20 15 35 70
Ej. C, 150 um 100 45 20 10 85
Ej. D, 200 um 100 70 20 5 95

La capacidad de unién al adsorbente del Factor VIII aumenta significativamente con una disminucién en el diametro medio
de las particulas en el volumen. El experimento ilustra el desempefio superior de los adsorbentes que tienen un didmetro
medio de las particulas en el volumen mas abajo de 150 um.

Ejemplo 12

Aislamiento de las proteinas del plasma humano a partir del plasma humano usando adsorbentes acoplados con diferentes
ligandos aromaticos o hetero-aromaticos que comprenden los grupos acidos

Adsorbentes

Los adsorbentes se basaron todos en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las
particulas del conglomerado fue de 2.9 g/ml y el diametro de la particula estaba en el intervalo de 40-120 pum con un
diametro medio de las particulas en el volumen de 70 um. Los adsorbentes se reticularon y se activaron con epiclorhidrina y
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se acoplaron con los siguientes ligandos diferentes: &cido 2-mercaptonicotinico, acido 2-mercapto- benzoico, &acido 3,4-
diamino-benzoico, &cido 2,4-dihidroxi-benzoico, &cido 3,5-dihidroxi-benzoico, &cido 2-(4-aminofeniltio) acético, acido 2-
mercapto-benzimidazol sulfénico, N-benzoil-cisteina.

La concentracién de ligando en todos los adsorbentes individuales se determind mediante la titulacion acido-base que esta
en el intervalo de 25 - 40 micromoles por ml del adsorbente sedimentado.

Se realiz6 el siguiente experimento para cada adsorbente:

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucién de proteina, plasma humano, se diluyé con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de plasma
para 22\/olumenes de agua y el pH se ajust6 a pH 5.0 con &cido clorhidrico 1 M. La conductividad fue en lo sucesivo 5,25
mS/cm

Parametros del proceso:

El experimento se realiz6 en una columna FastLine® 10 en lecho expandido (0=1 cm) numero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se carg6 con adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50 cm (que corresponde
aproximadamente a 40 ml de adsorbente sedimentado) y lavd y equilibré a 20-25 T con los siguientes ta mpones en orden
sucesivo ) NaOH 1 M, ? tampén de &cido citrico 40 mM pH 4.5 3) tampon de acido citrico 40 mM pH 5.0.

El experimento se realizé con una régimen de flujo lineal de 600 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conecté a un monitor de UV y registrador.

Muestra:

30 ml de muestra (que corresponde a 10 ml de plasma sin diluir) se cargé en la columna.

Recoleccion de las fracciones:

A continuacion de cargar la solucion de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavo de la columna con
citrato sédico 10 mM pH 5.0. La fraccién de corrida-a través y lavado, RT, (fraccion no-enlazada) se recogié como una
fraccion de acuerdo con el control de UV del efluente de la columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Eluato 1 - primera etapa de la elucién se realiz6 con caprilato sodico 5 mg/ml, pH 6.0

- Eluato 2 - segunda etapa de la elucién se realizé con citrato sédico 0.3 M pH 7.4.

- Eluato 3 -tercera etapa de la elucién se realiz6 con citrato sédico 20 mM + 0.1 M cloruro sédico pH 7.4

Entre la primera y segunda etapa de la elucion la columna se lavé con 1 volumen de columna de citrato sédico 1 M pH 7.4
Cuantificacion de las proteinas del plasma humano en la fracciébn de corrida-a través/lavado y elucién 1, 2, y 3: La
Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realizé para demostrar los componentes en cada fraccion a partir de la columna

como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realiz6 con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:

Anticuerpo. Cdédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti albamina humana en conejo A 0001 5ul 0.30 pl por cm?
anti IgG humana en conejo A 0424 5ul 0.30 pl por cm?
anti Alfa-1-Pl humana en conejo A 0012 5l 0.60 pl por cm®
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Anticuerpo. Caédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti fibrinbgeno humano en conejo A 0080 5ul 0.40 pl por cm?
anti orosomucoid humano en conejo A 0011 5ul 0.80 pl por cm®
anti transferrina humana en conejo A 0061 5ul 0.30 pl por cm®

Una curva estandar se estableci6 con la solucién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las cuatro fracciones se determind con relaciéon a esta curva
estandar y se determind el rendimiento relativo de la proteina especifica en cada fraccion. Si el rendimiento de una proteina
especifica en una fraccion especifica en relacion con la cantidad de proteina afiadida a la columna esta por encima del 5%
se define que la proteina se distribuye en dicha fraccion.

Resultados
Distribucién de las proteinas seleccionadas en funcion de la estructura del ligando
Ligando inhibidor de la Alfa-1-4cido  |Albumina | IgG | Transferrina | Fibrin6geno
alfa-1- glicoproteina
proteinasa
acido 2-mercapto- RT RT E1l E2 E2 E3
nicotinico
acido 2-mercapto- RT RT E1l E2 E2 E3
benzoico
acido 3,4-Diamino- RT RT RT E1/ E1/E2 E2/E3
benzoico E2
acido 2,4-dihidroxi- RT RT RT E2 RT E2/E3
benzoico
acido 3,5-dihidroxi- RT RT RT E2 RT E2/E3
benzoico
acido 2-(4-amino- RT RT RT/E1 | E2 E2 E2/E3
feniltio)-acético
acido 2-mercapto- RT RT RT/E1 | E2 E2 E2/E3
benzimidazol
sulfénico
N-benzoil-cisteina RT RT E1/E2 E2 E2 E2/E3

RT= corrida a través y primer lavado, E1= Eluato 1, E2= Eluato 2, E3= Eluato 3

Umbral: Al menos 5% de la proteina especifica aplicada a la columna debe estar presente en la fraccion

La tabla ilustra que para el ligando 2-mercapto-4cido nicotinico, sélo estan presentes el inhibidor de la alfa-1-proteinasa y
alfa-1-acido glicoproteina, en un grado de mas de 5% del total, en la fraccibn combinada de corrida-a través y lavado,
mientras que la albimina soélo esta presente en el primer eluato, E1, es decir no existe cantidad significativa de albimina
presente en cualquiera de las otras fracciones, IgG y transferrina que soélo estan presentes en el segundo eluato y
fibrindgeno solo presente en el tercer eluato. Asi puede notarse generalmente que existe muy poca contaminacién cruzada
de las proteinas individuales entre las fracciones de proteina individual obtenidas en el experimento. El experimento ilustra
ademas que un amplio intervalo de ligandos aromaticos o hetero-arométicos que comprenden un grupo &cido se pueden
usar para el fraccionamiento del plasma humano o proteinas séricas de acuerdo con la invencion.

EJEMPLO 13
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Aislamiento del inhibidor de la alfa-1-proteinasa (alfa-1-Pl) humana a partir de la fraccién no-enlazada del ejemplo 5 a baja
fuerza ionica usando el adsorbente con un ligando diamino-nonano.

Adsorbente

El adsorbente se bas6 en 4% de agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas. Las cuentas de
conglomerado tuvieron una densidad de aproximadamente 3.8 g/ml y un tamafio de particulas en el intervalo de 40-100 um
con un tamafio de particula medio en el volumen de 60 um. El adsorbente se reticul6 y activé con epiclorhidrina y acoplé con
diamino-nonano. La concentracion de ligando fue aproximadamente 25 pumoles por ml de adsorbente sedimentado.

Solucién de proteina

El material de partida para este experimento era la fraccion de proteina 1 (el material no-enlazado) obtenida del aislamiento
de proteinas del plasma humano usando la adsorcién en lecho expandido como se describe en el ejemplo 5. El pH en la
fraccion de proteina se ajusté cuidadosamente a pH 8.2 con hidréxido de sodio 1 M y la conductividad se ajusté a 3.0
mS/cm? con la adicion de agua desmineralizada.

Parametros del proceso
El experimento se realiz6 como una adsorcion en lecho expandido.

El experimento se realiz6 en una columna FastLine® 10 en lecho expandido (@=1 cm) ndmero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se carg6 con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 20 cm (que corresponde a
16 ml de adsorbente) y se Iavék/ equilibré a 20-25 < con los siguientes tampones en orden sucesivo Y'NaOH 1 M, ? Hcl
0.2 M ¥ 50% de etanol en agua “Tris/HCI 10 mM pH 8.2

El experimento se realizé con una régimen de flujo lineal de 900 cm/h en las etapas auxiliares y la salida de la columna se
conectd a un monitor de UV y registrador.

Muestra

700 ml de la fraccion de proteina ajustada a pH 8.2 y una conductividad de 3.0 mS/cm se cargd en la columna y las
fracciones a través de la corrida (el material no-enlazado). Después de cargar la fraccion de proteina, la columna se lavd
con Tris/HCI 10 mM pH 8.2. La fraccién de corrida-a través y el lavado se recogieron como una fraccién combinada (usando
el monitor-UV para seguir el lavado del material-no enlazado). A continuacion de cargar y lavar el alfa-1-Pl enlazado se
liberd y eluy6 con citrato de sodio y potasio 15 mM pH 6.0 y recogié como Eluato 1. Cuando toda el alfa-1-PI se eluyd, como
monitorizado en el monitor-UV, un segundo tampo6n de elucion, citrato sédico 15 mM +cloruro sédico 500 mM pH 5.2 se
aplicaron después para liberar la alfa-1-acido-glicoproteina como Eluato 2. El Eluato 2 se recogié de acuerdo con el pico
obtenido en el registrador-UV.

Cuantificacion del alfa-1-Pl humano a partir de la columna

La Inmunodifusion Radial Simple (SRI) se realiz6 para cuantificar la concentraciéon relativa de alfa-1-Pl y alfa-1-acido
glicoproteina (orosomucoid) en las fracciones a partir de la columna como se describe enScand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl.
10, 41-56, 1983.

La SRI se realizé con anti-APl humana en conejo Cat. nim.: A0012 (0.6 ul por sz) y anti orosomucoid humano en conejo
Cat. nim. A 00110 (0.8 pl por cm2) de DakoCytomation, Dinamarca,

Una curva estandar se realizé para cada una de las dos proteinas aplicadas con la fraccién de proteina como el 100% de
referencia cargada en la columna en la concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. La concentracién del alfa-1-Pl y
alfa-1-acido glicoproteina en cada una de las fracciones se determiné contra la curva estandar y el rendimiento relativo en
esta fraccion se calcul6 a partir del volumen de la fraccidon en relaciéon con el volumen y concentraciéon de alfa-1-Pl en la
fraccion de proteina aplicada.

Pureza del eluato y demostracion de la actividad de unién a la elastasa.
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SDS-PAGE
Para el SDS-PAGE, se us6 gel Tris-Glicina de Invitrogen SDS-Page 4-20% (num. de cat. EC6025).
Union a la elastasa

La demostracion de la actividad de unién a la elastasa del alfa-1-Pl en la fraccion de proteina se realiz6 analizando la
materia prima con SDS-PAGE antes y después de la incubacion con la elastasa (Sigma num. de cédigo E0127): La fraccién
de proteina se ajusté a pH 7 con NaOH 0.2 M y 500 ul de la fraccién de proteina se le afiadi6 6.5 ul de elastasa 2.5 mg/ml e
incubé durante 30 minutos a 30 C. Preparacion de |a muestra: 25 pl de muestra y 25 pl de tampén muestra tris-glicina
Invitrogen (nim. de cat. LC2676) se mezcld y calent6é durante 5 minutos en un bafio de agua. El tamp6n de corrida 0.024 M
tris (Sigma T1378), 0.19 M glicina (Merck 5001901000), 0.1% SDS (dodecil sulfato sédico, JT Baker 2811) pH 8.6 se afiadi6.
20 pl de muestra se aplicé en cada ranura de andlisis y la potencia se ajustd para dar una corriente 40 mA. Cuando la linea
azul del tampén muestra alcanz6 un cm del fondo del gel la potencia se cambié y el gel se tifié6 durante la noche con el
estuche de tincion azul coloidal de Invitrogen (nim. de cat. LC 6025) en un cuadro de agitacion. El siguiente dia el gel se
transfirio al agua y destifié con agua por 2 horas.

Resultados

La tabla mas abajo muestra el rendimiento relativo de alfa-1-PI y alfa-1-acido glicoproteina en por ciento de la cantidad total
de las proteinas individuales cargadas en la columna:

Fraccion Alfa-1-Pl (%) Alfa-1-acido-glicoproteina (%)
Corrida-a través/Lavado 0 0

Eluato 1 85 <5

Eluato 2 15 85

Los resultados indican que el proceso de adsorcién separé muy eficazmente el alfa-1-PI (inhibidor de la alfa-1-proteinasa) y
la alfa-1-4cido glicoproteina.

El analisis por SDS-PAGE del alfa-1-PI en el Eluato 1 revel6 una pureza del 80% y la actividad de unién a la elastasa se
encontré que era aproximadamente 100%. La alfa-1-acido-glicoproteina se encontr6 que era aproximadamente 45% pura
cuando se determindé mediante SDS-PAGE.

Estos resultados ilustran ademéas un aislamiento eficaz del inhibidor de la alfa-1-proteinasa y alfa-1-acido glicoproteina
usando un adsorbente que comprende un ligando amino-alquilo bajo condiciones de unién de baja fuerza iénica.

Ejemplo 14

Aislamiento de las proteinas del plasma humano a partir del plasma humano a diferente pH usando un adsorbente acoplado
con acido 2-mercaptonicotinico.

Adsorbente

El adsorbente se bas6 en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del
conglomerado fue de 3.6 g/ml y el diametro de la particula estaba en el intervalo de 40-100 pm con un didmetro medio de
particulas en el volumen de 50 pm. El adsorbente se reticuldé y activd con epiclorhidrina y acoplé con é&cido 2-
mercaptonicotinico para obtener una concentracion de ligando de 32 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucion de proteina
La solucién de proteina, plasma humano, se diluydé con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de plasma
para 2 volimenes de agua. Una serie de experimentos se realizaron en donde el material de partida se ajusto a un intervalo

de diferentes valores de pH (usando &cido clorhidrico 1 M para la titulacion). Los siguientes experimentos se realizaron:

A. pH de la solucién de proteina = 3.0
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B. pH de la solucién de proteina = 4.0
C. pH de la solucién de proteina = 4.5
D. pH de la solucién de proteina = 5.0
E. pH de la solucién de proteina=5.5
F. pH de la solucién de proteina = 6.0

G. pH de la solucion de proteina = 6.5
Parametros del proceso

Los experimentos se realizaron en una columna FastLine®10 en lecho expandido (@=1 cm) numero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

Para cada experimento se carg0 la columna con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50
cm (que corresponde a aproximadamente 40 ml de adsorbente sedimentado) y se lavé y equilibr6 a 20-25 °C con los
siguientes tampones en orden sucesivo Y NaOH 1 M, ? tampon de &cido citrico 40 mM pH 4.5 3 tampon de &cido citrico 40
mM que tiene el mismo pH que la solucién de proteina para el experimento especifico.

El experimento se realizd con un régimen de flujo lineal de 400 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conectd a un monitor de UV y registrador.

Muestra

30 ml solucién de proteina (que corresponde a 10 ml de plasma sin diluir) se cargd en la columna.

Recoleccion de las fracciones:

A continuacion de cargar la solucion de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavo de la columna con
citrato sddico 10 mM que tiene el mismo pH que la muestra para ese experimento en particular. La fraccion de corrida-a
través y lavado, RT, (fraccién no-enlazada) se recogié como una fraccion de acuerdo con el control de UV del efluente de la
columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Eluato 1 - primera etapa de la elucion se realiz6 con caprilato sédico 5 mg/ml, pH 6.0

- Eluato 2 - segunda etapa de la elucién se realizé con citrato sédico 0.3 M pH 7.4.

- Eluato 3 -tercera etapa de la elucién se realizé con citrato sédico 20 mM + cloruro s6dico 0.1 M pH 7.4

Entre la primera y segunda etapa de la elucion la columna se lavé con 1 volumen de columna de citrato sédico 1 M pH 7.4
Cuantificacion de las proteinas del plasma humano en la fraccién de corrida-a través/lavado y eluciéon 1, 2, y 3: La
Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realizé para demostrar los componentes en cada fraccion a partir de la columna

como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realiz6 con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:

Anticuerpo. Caédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti albamina humana en conejo A 0001 5ul 0.30 pl por cm?
anti IgG humana en conejo A 0424 5ul 0.30 pl por cm®
anti Alfa-1-PI humano en conejo A 0012 5ul 0.60 pl por cm?
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Anticuerpo. Caédigo nim. | pl muestra/pocillo ul por cm?

anti fibrinbgeno humano en conejo A 0080 5ul 0.40 pl por cm?
anti orosomucoid humano en conejo A 0011 5ul 0.80 pl por cm®
anti transferrina humana en conejo A 0061 5ul 0.30 pl por cm®

Una curva estandar se estableci6 con la solucién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las cuatro fracciones se determind con relacién a esta curva
estandar y se determind el rendimiento relativo de la proteina especifica en cada fraccion de proteina. Si el rendimiento de
una proteina especifica en una fraccién especifica de proteina en relacién con la cantidad de proteina afiadida a la columna
esta por encima del 5% se define que la proteina se distribuye en dicha fraccién.

Resultados

Distribucién de las proteinas seleccionadas en funcién del pH de la muestra y del lavado

pH de la inhibidor de la | Alfa-1-acido | Albumina 1gG Transferrina | Fibrin6geno
muestra y alfa-1- glicoproteina
tampon de proteinasa
lavado
A.pH=3.0 RT/E2 ND RT/E1/E | RT/E2 RT/E2 RT

2
B.pH=4.0 RT/E2 ND E1/E2 RT/E1 E2 RT/E2/E3

E2/E3

C.pH=45 RT/E2 RT E1/E2 E2 E2 E3
D.pH=5.0 RT RT El E2 E2 E3
E.pH=55 RT RT RT/E1 E2 E2 E3
F.pH=6.9 RT RT RT RT/E2 RT/E2 E3
G.pH=6.5 RT RT RT RT/E2 RT/E2 RT/E3

RT= corrida a través y primer lavado, E1= Eluato 1, E2= Eluato 2, E3=Eluato 3, ND = no
determinado. Umbral: Al menos 5% de la proteina especifica aplicada a la columna debe
estar presente en la fraccion

La tabla ilustra que para el ligando &cido 2-mercaptonicotinico, un valor de pH de la solucién de proteina y tampon de lavado
en el intervalo de pH 5.0 a pH 5.5 resulta en la separacion mas eficaz de las proteinas analizadas. Muchas proteinas
aparecen en la fracciéon no-enlazada, RT, siempre que el pH sea mas abajo del pH 4.5 o por encima del pH 5.5. Mas abajo
del pH 5.0, la alfa-1-antitripsina (inhibidor de la alfa-1-proteinasa) se encuentra que desnaturaliza (polimeriza), lo cual se
soporta por el hallazgo de que aparece tanto en RT como en E2 a y méas abajo del pH 4.5.

Ejemplo 15

Aislamiento de proteinas del plasma humano a partir del plasma humano con diferentes tampones y diferente fuerza
i6nica/conductividad usando un adsorbente acoplado con el acido 2-mercaptonicotinico.

Adsorbente
El adsorbente se basé en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del
conglomerado era de 3.6 g/ml y el didmetro de la particula estaba en el intervalo de 40-100 um con un diametro medio de

particulas en el volumen de 50 um. El adsorbente se reticuld y activd con epiclorhidrina y acoplé con &cido 2-
mercaptonicotinico para obtener una concentracion de ligando de 32 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.
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Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucién de proteina, plasma humano, se diluydé con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de plasma
para 2 volimenes de agua. Una serie de experimentos se realizaron en donde la solucion de proteina se le afiadié un
intervalo de diferentes sustancias tampones que resultan en un intervalo de diferentes fuerzas idnicas/conductividades.
Todos los experimentos se realizaron en una muestra de pH de 5.0

Se realizaron los siguientes experimentos:

A. citrato sédico 10 mM, conductividad = 6,0 mS/cm

B. 20 mM citrato sédico, conductividad = 8,5 mS/cm

C. 20 mM citrato sédico, conductividad = 6,2 mS/cm
D. 20 mM histidina, conductividad = 6,6 mS/cm

E. 20 mM glicina, conductividad = 5,5 mS/cm

F. 20 mM octilamina, conductividad = 8,0 mS/cm
Parametros del proceso:

Los experimentos se realizaron en una columna FastLine®10 en lecho expandido (=1 cm) nimero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

Para cada experimento se carg0 la columna con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50
cm (que corresponde a aproximadamente 40 ml de adsorbente sedimentado) y lavé y equilibré at 20-25 € con los
siguientes tampones en orden sucesivo Y NaOH 1 M, ? tampodn de acido citrico 40 mM pH 4.5 3 tampodn de acido citrico 40
mM pH 5.0.

El experimento se realizé con una régimen de flujo lineal de 400 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conectd a un monitor de UV y registrador.

Muestra

30 ml solucién de proteina (que corresponde a 10 ml de plasma sin diluir) se cargd en la columna.

Recoleccion de la fraccién de proteinas:

A continuacién de cargar la solucién de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavé de la columna con
el mismo tipo de tamp6n y la misma concentracion de tampdén que la afiadida a la muestra para el experimento en particular.
Todos los tampones fueron a pH 5.0. La fraccién de corrida-a través y lavado, RT, (fraccién no-enlazada) se recogié como
una fraccion de acuerdo con el control de UV del efluente de la columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Eluato 1 - primera etapa de la elucion se realiz6 con caprilato sédico 5 mg/ml, pH 6.0

- Eluato 2 - segunda etapa de la elucién se realizé con citrato sédico 0.3 M pH 7.4.

- Eluato 3 -tercera etapa de la elucién se realizé con citrato sédico 20 mM + cloruro s6dico 0.1 M pH 7.4

Entre la primera y segunda etapa de la elucion la columna se lavé con 1 volumen de columna de citrato sédico 1 M pH 7.4
Cuantificacion de las proteinas del plasma humano en la fraccién de corrida-a través/lavado y eluciéon 1, 2, y 3: La
Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realizé para demostrar los componentes en cada fraccion a partir de la columna
como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realiz6 con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:
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Anticuerpo. Caodigo nim. ul muestra/pocillo ul por cm?
anti albamina humana en conejo A 0001 5ul 0.30 pl por cm?
anti IgG humana en conejo A 0424 5ul 0.30 pl por cm?
anti Alfa-1-PI humano en conejo A 0012 5ul 0.60 pl por cm?
anti fibrinégeno humano en conejo A 0080 5l 0.40 pl por cm®
anti orosomucoid humano en conejo A 0011 5ul 0.80 pl por cm?
anti transferrina humana en conejo A 0061 5ul 0.30 pl por cm?

Una curva estandar se estableci6é con la solucién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las cuatro fracciones de proteinas se determiné con relacion a
esta curva estandar y se determiné el rendimiento relativo de la proteina especifica en cada fraccién de proteina . Si el
rendimiento de una proteina especifica en una fraccion especifica de proteina en relacion con la cantidad de proteina
afiadida a la columna esta por encima del 5 % se define que la proteina se distribuye en dicha fraccion de proteina.
RESULTADOS

Distribucion de las proteinas seleccionadas en funcion de la composicién/conductividad de la muestra y tampon de lavado .

Tampén afiadido | inhibidor de la | Alfa-1-a4cido | Albdmina |1gG | Transferrina | Fibrinégeno

ala muestray alfa-1- glicoproteina

tampén de lavado | proteinasa

a. citrato sédico RT RT E1 E2 E2 E3
10 mM;

b. 20 mM citrato RT RT RT/E1 | E2 E2 E3
sédico

C. 20 mM acetato RT RT El E2 E2 E3
sédico

d. 20 mM RT RT El E2 E2 E3
histidina

E. 20 mM glicina RT RT E1l E2 E2 E3
f. 20 mM RT RT RT RT RT RT/E3
octilamina

RT= corrida a través y primer lavado, E1= Eluato 1, E2= Eluato 2, E3=Eluato 3. Umbral: Al
menos 5 % de la proteina especifica aplicada a la columna debe estar presente en la fraccion.

Ejemplo 16

Aislamiento de proteinas del plasma humano y animal a partir de diferentes plasmas humano y animal sin diluir usando un
adsorbente acoplado con acido 2-mercaptonicotinico.

Adsorbente

El adsorbente se bas6 en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del
conglomerado era de 2.0 g/ml y el didmetro de la particula estaba en el intervalo de 50-150 um con un diametro medio de
particulas en el volumen de 120 um. El adsorbente se reticuld y activé con epiclorhidrina y acoplé con é&cido 2-
mercaptonicotinico para obtener una concentracion de ligando de 36 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucién de proteina
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La solucién de proteina, plasma a partir de humano y un intervalo de plasma animal diferente, se ajusté a pH 5.0 con &cido
clorhidrico 1 M. Una serie de experimentos se realizaron usando diferentes plasmas:

Se realizaron los siguientes experimentos:
A. Plasma humano sin diluir

B. Plasma de caballo sin diluir

C. Plasma bovino sin diluir

D. Plasma de conejo sin diluir

E. Plasma de cabra sin diluir

F. Plasma de pollo sin diluir

G. Plasma de cerdo sin diluir

H. Plasma de raton sin diluir

Parametros del proceso

Los experimentos se realizaron en una columna FastLine®10 en lecho expandido (=1 cm) nimero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

Para cada experimento se carg0 la columna con el adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50
cm (que corresponde aproximadamente a 40 ml de adsorbente sedimentado) y lavo y equilibré at 20-25 T con los
siguientes tampones en orden sucesivo ? NaOH 1 M' 2 tampén de &cido citrico 40 mM pH 4.5 ¥ tampén de &cido citrico 40
mM pH 5.0.

El experimento se realizé con una régimen de flujo lineal de 900 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conecté a un monitor de UV y registrador.

Muestra

20 ml solucion de proteina se cargé en la columna (que corresponde a 0.5 ml de plasma por ml de adsorbente
sedimentado).

Recoleccidn de la fraccion de proteinas:

A continuacion de cargar la solucion de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavo de la columna con
citrato sodico 10 mM pH 5.0. La fraccion de corrida-a través y lavado, RT, (fraccidbn no-enlazada de proteina) se recogio
como una fraccion de proteina de acuerdo con el control de UV del efluente de la columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Eluato 1 - primera etapa de la elucion se realiz6 con caprilato sédico 5 mg/ml, pH 6.0
- Eluato 2 - segunda etapa de la elucion se realizé con citrato sédico 20 mM + cloruro sédico 0.1 M pH 7.4

Todas las fracciones de proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE no-reducido usando gel Tris-Glicina de Invitrogen
SDS-Page 4-20% (num. de cat. EC6025). Las bandas tefiidas con coomassie en el SDS PAGE se examinaron
cualitativamente y semi-cuantitativamente mediante la inspeccion visual para registrar la distribucién de las proteinas de
plasma seleccionadas en las fracciones individuales de la columna. Si una banda de proteina, presente en una fraccion
especifica de proteina, se estima que representa mas del 10% del total de proteina afiadida a la columna se define que la
proteina se distribuye en esa fraccion de proteina en particular (el valor umbral).

Resultados
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Distribucién de las proteinas seleccionadas en funcion del origen de la muestra.

Muestra Albimina 1gG
A. Plasma Humano RT/E1 E2
B. Plasma de caballo RT/E1 E2
C. Plasma de Vaca RT/E1 E2
D. Plasma de Conejo RT/E1 E2
E. Plasma de Cabra RT/E1 E2
F. Plasma de Pollo RT/E1 E2
G. Plasma de Cerdo RT/E1 E2
H. Plasma de Raton RT/E1 E2

RT= corrida a través y primer lavado, E1= Eluato 1, E2= Eluato 2. Umbral: Al menos 10 % de la
proteina especifica aplicada a la columna debe estar presente en la fraccion.

Los resultados ilustran que diferentes plasmas humanos y animal sin diluir se comportan de manera muy similar cuando se
fraccionan con un acido 2-mercapto-nicotinico acoplado al adsorbente bajo condiciones de proceso especificadas. El
adsorbente enlaza y eluye practicamente toda la IgG de todas las especies probadas. El adsorbente enlaza la mayoria de la
albumina presente en todas las muestras de plasma probadas y en todos los experimentos la albdmina enlazada se eluye
eficazmente con el tampo6n de 5 mg/ml caprilato sédico pH 6.0.

Ejemplo 17

Aislamiento de las proteinas de plasma humano a partir de plasma humano usando adsorbentes de diferentes tamafios,
acoplado con acido 2-mercaptonicotinico.

Adsorbente

Los adsorbentes empleados se basaron todos en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad
de las particulas del conglomerado era de 2.5 g/ml y el didmetro de la particula y el diametro medio de particulas en el
volumen vari6é como sigue:

Adsorbente A.
Intervalo de diametro de particula: 60-140 pm
Didmetro medio de particulas en el volumen : 90 um

Adsorbente B.
Intervalo de diametro de particula: 60-150 um
Didametro medio de particulas en el volumen : 120 pm

Adsorbente C.
Intervalo de diametro de particula: 80-240 um
Didametro medio de particulas en el volumen : 150 pm

Adsorbente D.
Intervalo de diametro de particula: 80-300 um
Didametro medio de particulas en el volumen : 200 pm

Adsorbente E.

Intervalo de diametro de particula: 100 - 400 pm
Didmetro medio de particulas en el volumen: 250 pm
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Los adsorbentes A-E se produjeron por tamizado en redes de nailon de tamafio de poro definido a partir de un lote de
particulas que tienen una distribucién de tamafio amplio, que se reticulé primero y activé con epiclorhidrina y acoplé con
acido 2-mercaptonicotinico para obtener una concentracion de ligando de 28 micromoles por ml de adsorbente
sedimentado. Asi, todos los adsorbentes A-E se disefiaron para desviarse uno del otro s6lo con respecto al tamafio de las
particulas.

Para cada adsorbente A-E se realizé el siguiente experimento:

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucién de proteina, plasma humano, se diluydé con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de plasma
para 2 volumenes de agua y el pH se ajustd a pH 5.0 con acido clorhidrico 1 M. La conductividad fue en lo sucesivo de 5,2
mS/cm?

Parametros del proceso

El experimento se realiz6 en una columna FastLine®10 en lecho expandido (0= 1 cm) numero de producto 7010-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se cargé con adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50 cm (que corresponde
aproximadamente a 40 ml de adsorbente sedimentado) y se lavéd y equilibré a 20-25 € con los siguientes tampones en
orden sucesivo ¥ NaOH 1 M, ? tampén de &cido citrico 40 mM pH 4.5 ¥ tampén de &cido citrico 40 mM pH 5.0.

El experimento se realizé con un régimen de flujo lineal de 900 cm/h en todas las etapas y la salida de la columna se
conecté a un monitor de UV y registrador.

Muestra

30 ml de muestra (que corresponde a 10 ml de plasma sin diluir) se cargé en la columna.

Recoleccion de la fraccion de proteinas:

A continuacién de cargar la muestra de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavo de la columna con
citrato sédico 10 mM pH 5.0. La fraccién de corrida-a través y lavado, RT, (fraccion no-enlazada) se recogié como una
fraccion de proteina de acuerdo con el control de UV del efluente de la columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Eluato 1 - primera etapa de la elucién se realiz6 con caprilato soédico 5 mg/ml, pH 6.0
- Eluato 2 - segunda etapa de la elucion se realizé con citrato sédico 20 mM + 0.1 M cloruro sodico pH 7.4

Cuantificacion de proteinas del plasma humano en la fraccion de corrida-a través/lavado y elucién 1y 2, la Inmunodifusion
Radial Simple (SRI) se realiz6 para demostrar los componentes en cada fraccion de proteina a partir de la columna como se
describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.

La SRI se realizé con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:

Anticuerpo. Cdbdigo nam. pl muestra/pocillo ul por cm?
anti albdmina humana en conejo A 0001 5ul 0.30 pl por cm?
anti IgG humana en conejo A 0424 5ul 0.30 ul por cm?

Una curva estandar se estableci6 con la solucién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las tres fracciones de proteinas se determin6 con relacién a
esta curva estandar y el rendimiento relativo de la proteina especifica en cada fraccién de proteina se determind.

Resultados
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Distribucion de las proteinas seleccionadas en funcion del tamafio de particula del adsorbente

Intervalo del tamafio de particula del adsorbente y tamafio medio de | Albumina (%) | 1gG (%)
las particulas en el volumen

Adsorbente A. RT:<5 RT: <5
Intervalo de diametro de particula: 60-140 pm E1l: 90 El:<5
Didmetro medio de particulas en el volumen : 90 pm E2:<5 E2: 90
Adsorbente B. RT:<5 RT: <5
Intervalo de diametro de particulas: 60-150 um E1l: 90 El:<5
Didmetro medio de particulas en el volumen : 120 pm E2:<5 E2: 90
Adsorbente C. RT: 10 RT: 20
Intervalo de diametro de particulas: 80-240 um E1l: 88 El: <5
Diametro medio de particulas en el volumen : 150 pm E2:<5 E2: 70
Adsorbente D. RT: 25 RT: 30
Intervalo de diametro de particula: 80-300 um E1: 70 El: <5
Diametro medio de particulas en el volumen : 200 pm E2:<5 E2: 50
Adsorbente E. RT: 30 RT: 30
Intervalo de diametro de particulas: 100 - 400 pm El: 65 El: <5
Didmetro medio de particulas en el volumen: 250 pum E2:<5 E2: 50

RT= corrida a través y primer lavado, E1= Eluato 1, E2= Eluato 2

Los resultados ilustran que a un régimen de flujo alto (900 cm/hora) sélo los adsorbentes que tienen un tamafio medio de
particula en volumen por debajo de 150 pm alcanzan unir practicamente toda la albumina e 1gG presente en la muestra
aplicada. Cuanto mayor sea el tamafio de particula menor es el rendimiento de la proteina en las fracciones de proteinas del
eluato respectivo.

Ejemplo 18

Aislamiento a gran escala de las proteinas del plasma humano a partir del plasma humano en una columna EBA de 30 cm
de diametro.

Adsorbente

El adsorbente se bas6 en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del
conglomerado era de 2.8 g/ml y el diametro de la particula esta en el intervalo de 40-120 um con un diametro medio de
particulas de 72 um. El adsorbente comprendi6 acido 2-mercaptonicotinico como el ligando y tuvo una concentracién de
ligando de 38 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

La solucion de proteina, plasma humano en citrato, se diluy6é con agua desmineralizada en una relacion de un volumen de
plasma parza 2 volimenes de agua y pH se ajusté a pH 5.0 con acido clorhidrico 1 M. La conductividad fue en lo sucesivo de
5,3 mS/cm

Parametros del proceso
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El experimento se realiz6 en una columna FastLine®300 en lecho expandido (@=30 cm), numero de producto 7300-0000,
UpFront Cromatografia A/S.

La columna se cargd con adsorbente hasta alcanzar una altura de lecho sedimentado (HO) de 50 cm (que corresponde a
35.3 L de adsorbente) y se lavo y equilibré a 20-25 € con los siguientes tampones en orden sucesivo Y36 LNaOH 1 M, ?
90 L tampon de 4cido citrico 40 mM pH 4.5 90 L tampodn de &cido citrico 40 mM pH 5.0.

El experimento se realiz6 con una régimen de flujo lineal de 450 cm/h (que corresponde a un flujo volumétrico de 5,3 L/min)
en todas las etapas y la salida de la columna se conectd a un monitor de UV y registrador.

Muestra

39 L de la solucién de proteina (que corresponde a 13 L plasma sin diluir) se carg6 en la columna.

Recoleccion de la fraccién de proteinas:

A continuacién de cargar la solucién de proteina, el material no-enlazado y débilmente enlazado se lavé de la columna con
citrato sodico 10 mM pH 5.0. La Fraccién 1 (fraccion no-enlazada) se recogié como una fraccion de proteina de acuerdo con
el control de UV del efluente de la columna.

Posteriormente las proteinas enlazadas se eluyeron en tres etapas secuenciales.

- Fraccion de proteina 2 - primera etapa de la elucion se realizd con caprilato sédico 5 mg/ml, pH 6.0

- Fraccion de proteina 3 - segunda etapa de la elucién se realizé con citrato s6dico 0.3 M pH 7.4.

- Fraccion de proteina 4 -tercera etapa de la elucion se realiz6 con citrato sédico 20 mM + 0.1 M NaCl pH 7.4

Entre la primera y segunda etapa de la elucion la columna se lavo brevemente con 40 L de 1 M citrato sodico pH 7.4

Resultados

La tabla méas abajo muestra los volimenes de cada fraccion:

Fraccion Corrida
tampén de equilibrado * 36|
tampon de equilibrado @ 90 |
tampoén de equilibrado © 90|

Fraccion de proteina 1
proteinas no-enlazadas y lavado

2931
Fraccion de proteina 2 136 |
Fraccion de proteina 3 135
Fraccion de proteina 4 83|

Cuantificacion de la fraccién de proteinas de plasma humano 1, 2, 3y 4 a partir de la columna

La Inmunodifusién Radial Simple (SRI) se realizé para demostrar los componentes en cada fraccion de proteina a partir de
la columna como se describe en Scand. J. Immunol. Vol. 17, Suppl. 10, 41-56, 1983.
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La SRI se realizé con los anticuerpos siguientes, todos de Dako Cytomation, Dinamarca:

Anticuerpo. Cabdigo nim. | ul muestra/pocillo ul por cm?

anti albimina humana en conejo A 0001 5 ul 0.30 pl por cm®
anti IgG humana en conejo A 0424 5l 0.30 pl por cm®
anti Alfa-1-PI humano en conejo A 0012 5ul 0.60 ul por cm?
anti fibrinégeno humano en conejo A 0080 5l 0.40 pl por cm?
anti haptoglobina humana en conejo A 0030 15 pl 0.45 pl por cm?
anti GC-globina humana en conejo A 0021 15 pl 0.60 pl por cm?
anti IgM humana en conejo A 0426 15 pl 0.40 pl por cm®
anti IgA humana en conejo A 0092 15 pl 0.50pl por cm®
anti alfa-2-macroglobulina humana en conejo A 0033 15 pl 0.40 pl por cm?
anti orosomucoid humano en conejo A 0011 5ul 0.80 pl por cm?
anti transferrina humana en conejo A 0061 5l 0.30 pl por cm?
anti prealbamina humana en conejo A 0002 15 pl 0.75 pl por cm?
anti antitrombina Il humana en conejo A 0296 25 ul 0.50 pl por cm?

Una curva estandar se estableci6 con la solucién de proteina (100% de referencia) cargada en la columna en la
concentracion de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%. Cada una de las cuatro fracciones de proteinas se determiné con relacion a
esta curva estandar para cada proteina probada y se determiné el rendimiento relativo de la proteina especifica en cada
fraccion de proteina.

Resultados

El rendimiento de cada proteina humana en relacién con la materia prima aplicada en cada una de las 4 fracciones a partir
de la columna EBA:

Fraccion 1 material no Fraccion | Fraccion | Fraccion
enlazado 2 3 4

Albimina humana - 98% - -
I9G humana - - 95% 5%
alfa-1-Pl humano 95% - - -
Fibrin6geno humano - - 10% 60-80%
Haptoglobina humana 40% 40% 20% -
GC-Globulina humana - 100% - -
IgM humana - - 75% -
IgA humana 15% 20% 70% -
Alfa-2 Macroglobulina
humana - 45% 35% -
Orosomucoid humano 100% - -
Transferrina humana - - 95% -
Prealbumina humana 55% - - -
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Fraccién 1 material no Fraccion | Fraccién | Fracciéon
enlazado 2 3 4
Antitrombina Ill humana - 75% - -

"-" = rendimiento relativo por debajo de 5 %

El proceso de acuerdo con la invencion se trabajé de manera eficiente en gran escala y resulté una separacion de las
proteinas plasmaticas muy similares a los experimentos realizados en columnas de 1 cm de didmetro.

Ejemplo 19

Aislamiento de proteinas del plasma humano a partir del plasma pobre en crio usando la adsorcién en lecho expandido con
una régimen de flujo de 450 cm/h y condiciones como en el Ejemplo 5.

El plasma pobre en crio, denominado ademas criosobrenadante, producido por el descongelamiento lento del plasma
humano en citrato congelado y la separacion del crio-precipitado se usé en lugar del plasma humano en citrato completo en
una repeticion del ejemplo 5. Todos los parametros se mantuvieron constantes.

Resultados

El experimento dio un resultado similar a los resultados obtenidos con plasma humano completo como se describe en el
ejemplo 5 excepto por la ausencia sustancialmente completa de fibrin6geno en la fraccion de proteina 4 (eluato 3).

Ejemplo 20

Aislamiento de fibrindgeno a partir del crioprecipitado resolubilizado. Adsorcion en lote usando adsorbente de alta densidad
que tiene bajo diametro medio en volumen.

Adsorbente

El adsorbente se basé en agarosa con particulas de carburo de tungsteno incorporadas, la densidad de las particulas del
conglomerado era de 3.8 g/ml y el didmetro de la particula estaba en el intervalo de 20-60 pm con un diametro medio de
particulas de 38 um. El adsorbente comprendié el acido 2-mercaptonicotinico como el ligando y una concentracién de
ligando de 31 micromoles por ml de adsorbente sedimentado.

Pre-tratamiento de la solucion de proteina

El crioprecipitado producido por el descongelamiento lento de 2000 ml de plasma humano en citrato congelado y separado a
partir del crio-sobrenadante se re-solubilizé mezclando con citrato sédico 10 mM pH 6.7 que resulta en aproximadamente
120 ml de solucién turbia.

Adsorcion en lote seguida de la elucién por columna

El crio-precipitado resolubilizado se transfirié a un vaso de vidrio de 200 ml y se afiadieron 20 ml de cuentas de adsorbente
lavadas exhaustivamente con citrato sédico 10 mM pH 6.7. El mezclado del adsorbente y la solucion de proteina se realizd
con un agitador mecénico suave durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la adsorcion del adsorbente se
dej6 sedimentar y el sobrenadante se decant6. El tampon de lavado (citrato de sodio 20 mM pH 6,7) se afiadi6é después 3
veces como alicuotas de 100 ml con mezclado, sedimentacion y decantacion entre cada adicion. El mezclado se realizé
durante 2 minutos para cada adicion. Después del lavado, el adsorbente se suspendié en una pequefia cantidad de tampén
de lavado y se verti6 en una columna de lecho compactado de 2 cm de diametro, en donde se sedimenté muy radpidamente.
La elucién de la proteina enlazada se realiz6 después mediante la adicién de fosfato de potasio 20 mM + cloruro de sodio
0.8 M pH 6,7 a un régimen de flujo de 2 ml por minuto. La elucion de la columna se monitorizé con un monitor UV y el pico
de elucién se recogi6 en una fraccion.

La fraccién de proteina del eluato se analiz6 para la pureza usando SDS-PAGE (gel de Tris-glicina no-reducido Invitrogen
SDS-PAGE 4-20%, nim. de cat. : EC6025). La actividad funcional de fibrinégeno se determiné por el método de von Clauss
(tiempo de coagulacion con trombina bovina).
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Resultados

Al detener la mezcla del adsorbente y el crioprecipitado de re-solubilizado después de los 30 minutos del periodo de
adsorcion las particulas del adsorbente sedimentaron en el fondo del recipiente en menos de 30 segundos. La decantacion
de los sobrenadantes a partir del adsorbente sedimentado fue extremadamente facil ya que las cuentas del adsorbente
permanecieron en el fondo del vaso de vidrio sin ninguna tendencia significativa a mezclarse con la fase liquida. La adicion y
el lavado con tampon de lavado 3x se realiz6 igualmente dentro de pocos minutos, debido a la r4pida separacién del
adsorbente. El adsorbente se compacté a partes iguales en la columna de elucion en menos de un minuto (estos
procedimientos normalmente toman hasta varias horas con las cuentas de baja densidad de un didmetro tan pequefio). El
fibrinbgeno se eluye de la columna como una solucién clara altamente concentrada de fibrinégeno (volumen de elucion = 21
ml).

El analisis por SDS-PAGE del fibrindgeno eluido reveld que la proteina fue mas del 85% pura con la IgG siendo el principal
contaminante. Ninguna albumina pudo detectarse en el eluato. La actividad biol6gica del fibrindgeno eluido se encontr6 que
era completamente intacta.

El experimento ilustra la ventaja significativa de usar un adsorbente de alta densidad que tiene bajo didmetro medio en
volumen para la separacién de las proteinas plasmaticas del crio-precipitado re-solubilizado.

Ejemplo 21

Aislamiento de la cascada de factores de la coagulacién/anti-coagulacion, albimina, 1gG, fibrinbgeno, inhibidor de la alfa-1-
proteinasa y alfa-1-acido glicoproteina usando tres columnas consecutivas y plasma humano con virus eliminado como la
solucion de proteina.

Adsorbentes

Los adsorbentes usados en el ejemplo 10 (Ligando = 1,4-diamino-xilileno), ejemplo 5 (4cido 2-mercapto-nicotinico) y el
ejemplo 13 (1,9-diamino-nonano) se utiliz6 en este experimento.

Eliminacion el Virus
Una solucién de proteina de plasma humano se trat6 con una solucién de disolvente-detergente (conocida como tratamiento
S/D) con la adicion de fosfato de tri-n-butilo (concentracion final 0.3%) y Tween-80 (concentracion final 1%) a 25 grados

centigrados seguido por incubacion a la misma temperatura durante 6 horas.

Adsorcién Sucesiva

El plasma tratado con S/D se fraccioné después en tres etapas de adsorcidn sucesivas:

Columna A: Como se describe en el ejemplo 10
Columna B: Como se describe en el ejemplo 5
Columna C: Como se describe en el ejemplo 13

La Columna A se realizé como se describe en el ejemplo 10. La fraccion de corrida-a través y de lavado combinadas se
ajusté a pH 5.0 con el &cido clorhidrico 1 M y se diluyé con agua para obtener una dilucion final en relaciéon con el volumen
de la materia prima que corresponde con 1+2 (como se describe en el ejemplo 5) y se aplicé después 120 ml de la solucién
de proteina diluida a la columna B como se describe en el ejemplo 5. La fraccion de corrida-a través y de lavado
combinadas a partir de la columna B se recogio, se pre-tratd y procesé como se describe en el ejemplo 13. Para todas las
tres columnas todas las fracciones de proteinas de la elucién se recogieron y analizaron como se describe en los ejemplos
respectivos.

Resultados

El analisis de todos los eluatos de la columna dio esencialmente los mismos resultados que se describen en los ejemplos
individuales. Asi, la etapa de eliminacion de virus por el tratamiento de S/D no interfiri6 con el fraccionamiento de las
proteinas cuando se usan los adsorbentes seleccionados. Al mismo tiempo no se pudo detectar Tween-80 ni fosfato de tri-n-
butilo en cualquiera de las fracciones de proteinas aisladas que sorprendentemente ilustran que ninguno de los adsorbentes
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elegidos enlaza esas sustancias. Las fracciones de proteinas aisladas se redujeron, por lo tanto de manera eficiente para
las sustancias eliminacion de virus simultdneamente con la separacién real de las proteinas y no se necesitaron etapas
adicionales para eliminar estas a partir de las proteinas aisladas.

El experimento ilustra ademas la separacion consecutiva con éxito de las proteinas plasmaticas humanas en las siguientes
6 en total fracciones de proteinas diferentes que tienen muy poca contaminacién cruzada y muy alto rendimiento: A.
Factores de coagulacion y anti-coagulacion, B. albumina, C. IgG y transferrina, D. fibrindgeno, E. inhibidor de la alfa-1-
proteinasa y F. alfa-1-4cido glicoproteina.

La experimentacién adicional con intercambio del orden de las etapas de adsorcién demostraron que:

* La Columna A debe ser primero para evitar la inactivacion de los factores de coagulacion a un pH 5.0 (usado para la
columna B)

* La Columna C debe ser después de la columna B para evitar la excesiva unién de la albimina a la columna C y la seria
contaminacion consiguiente del inhibidor de la alfa-1-proteinasa.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para el aislamiento a gran escala de proteinas a partir de una solucién de proteina en donde la solucién
de proteina se obtiene a partir de sangre humana, tales como suero humano y/o plasma humano, en cuyo proceso la
albimina e IgG se separan uno del otro, comprendiendo dicho proceso la etapas de:

a) ajustar opcionalmente el pH de la solucién de proteina a un pH preestablecido;

b) ajustar opcionalmente la fuerza i6nica o conductividad de la solucién de proteina a una fuerza iénica
preestablecida o conductividad iénica preestablecida;

¢) aplicar dicha mezcla a una columna de adsorcién que comprende un adsorbente, dicho adsorbente comprende
una particula con al menos un nucleo no poroso de alta densidad rodeado por un material poroso, el adsorbente
comprende una densidad de particulas de al menos 1.5 g/ml y un didmetro medio de particulas en volumen de a
lo sumo 150 pym;

d) lavar una o mas de las proteinas a ser aislados a través del adsorbente, sin que una o mas proteinas se
enlazaran especificamente al adsorbente, para obtener una fracciéon de material no-enlazado;

e) someter el adsorbente a un tampén de elucién para eluir al menos una de las proteinas especificamente
enlazada al adsorbente;

en donde ya sea:

la albimina e IgG se obtienen a partir del adsorbente por elucién gradual; o
la albumina se obtiene como el material no-enlazado a partir del adsorbente y posteriormente la IgG se obtiene a
partir del adsorbente por elucién gradual.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es un proceso de adsorcion en lecho expandido.

Un proceso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde, después de la etapa (e), el adsorbente se
somete a al menos un tampdén de elucion adicional para eluir al menos una proteina adicional especificamente
enlazada al adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la solucién de proteina no se
suplementé con un alcohol.

Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la solucién de proteina se
somete a al menos un tratamiento de eliminacion de virus.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde al menos un tratamiento de eliminacion de virus se realiza
antes de contactar la solucion de proteina con el adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-6, en donde el tratamiento de eliminacion de virus
implica la adicién de detergente y/o un disolvente organico, tales como Tween, Triton, tri-n-butilfosfato, en la solucién
de proteina.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde en el proceso el adsorbente
comprende un polimero de matriz funcional que porta una pluralidad de grupos funcionales unidos covalentemente
gque comprenden un sistema de anillo aromético o heteroaromatico y/o uno o mas grupos acidos.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el grupo funcional se selecciona del grupo que consiste de
acido 2-mercaptobenzoico, acido 2-mercaptonicotinico, acido 2-aminobenzoico, acido 3-aminobenzoico, y acido 4-
aminobenzoico, acido 4-hidroxifenil-mercapto-acético, acido 4-hidroxifenil-mercapto-propiénico, acido 4-hidroxifenil-
mercapto-butanoico, acido 2,3-dihidroxi-benzoico, acido 2,4 dihidroxi-benzoico, acido 2,5 di-hidroxi-benzoico, acido
2,6 dihidroxi-benzoico, é&cido 3,4-dihidroxi-benzoico, &cido 3,5-dihidroxi-benzoico, &cido mercaptobencimidazol
sulfénico, acido ortanilico, acido metanilico, acido sulfanilico, acido 4-metilanilina-2-sulfénico, acido 4-metoxianilina-2-
sulfénico, acido anilina-2,5-disulfénico, acido N-metilmetanilico, acido 7-amino-1-naftol-3-sulfénico, acido 1-naftol-4-
sulfénico, acido 2-naftol-6-sulfénico y acido 2-hidroxi-3-naftoico, y acido 2-mercaptobenzimidazol-sulfénico, acido 3,4-
diaminobenzoico, y acido 2-(4-aminofeniltio) acético.
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Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde otras proteinas sangre
humana son seleccionadas del grupo que consiste de IgA, IgM, IgD, IgE, inhibidor de la alfa-1-proteinasa, proteina
pro-coagulacion de la sangre, proteina anti-coagulaciéon de la sangre, agente trombolitico, proteina anti-angiogénica,
a-2-antiplasmina, inhibidor de la esterasa C-1, apolipoproteina, HDL, LDL, Fibronectina, beta-2-glicoproteina I,
fibrindgeno, plasmindgeno, plasmina, activador de plasmindgeno, inhibidor del plasmindgeno, inhibidor de la proteasa
plasmética, anti-trombina lll, estreptoquinasa, inhibidor de inter-alfa-tripsina, a-2-macroglobulina, proteina amiloide,
ferritina, pre-albdmina, GC-globulina, haemopexina, complemento-C3, transferrina, uroquinasa, a-l-acido-
glicoproteina, y los factores de coagulacién o anti-coagulacion tales como Factor I, Factor V, Factor VII, Factor VIII,
factor von Willebrand, complejo Factor VIII - factor von Willebrand, Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor C 1,
proteina C y/o proteina S.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos dos fracciones de
proteinas son proporcionados por el proceso.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde cada uno de las fracciones de proteinas obtenidas en el
proceso tienen una cantidad de contaminacion cruzada de proteinas de menos del 20%.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos 2, tal como 3, por
ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo 6 de las proteinas seleccionadas del grupo que consiste de IgA, IgM, IgD, IgE,
inhibidor de la alfa-1-proteinasa, proteina pro-coagulacion de la sangre , proteina anti-coagulacion de la sangre,
agente trombolitico, proteina anti-angiogénica, a-2-antiplasmina, inhibidor de la esterasa C-1, apolipoproteina, HDL,
LDL, Fibronectina, bet-2-glicoproteina I, fibrinégeno, plasminégeno, plasmina, activador de plasminégeno, inhibidor
del plasminégeno, inhibidor de la proteasa plasmética, anti-trombina Ill, estreptoquinasa, inhibidor de inter-alfa-
tripsina, a-2-macroglobulina, proteina amiloide, ferritina, pre-albumina, GC-globulina, haemopexina, complemento-
C3, transferrina, uroquinasa, a-1-acido-glicoproteina, y los factores de coagulacién o anti-coagulacion tales como
Factor IlI, Factor V, Factor VI, Factor VIII, factor von Willebrand, complejo Factor VIII - factor von Willebrand, Factor
IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor de C1, proteina C y/o proteina S se separan simultineamente uno de otro en al
menos 2, tal como 3, por ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo 6 fracciones individuales de proteina.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos 2, tal como 3, por
ejemplo 4, tal como 5, por ejemplo 6 de las proteinas seleccionadas del inhibidor de la a-1-proteinasa, transferrina,
trombina, Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VIII, Factor IX, proteina C, Proteina S, a-1-acido-glicoproteina y
fibrindgeno se separan una de la otra simultaneamente en al menos 2, tal como 3, por ejemplo 4, tal como 5, por
ejemplo 6 fracciones de proteinas individuales.

Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el fibrindgeno se enlaza al
adsorbente y simultineamente uno o més de los factores de la coagulacion o anti-aoagulacién tales como el Factor
Il, Factor V, Factor VII, Factor VIII, Factor de von Willebrand, complejo del Factor VIII - factor de von Willebrand,
Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor C1, proteina C y/o Proteina S se obtienen como material no enlazado all
adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la albimina e IgG se enlazan
al adsorbente y se obtiene simultdneamente el inhibidor-1-a-proteinasa como material no enlazado a partir del
adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el fibrinégeno e 1gG se unen al
adsorbente y simultdneamente se obtiene la albimina como material no enlazado a partir del adsorbente.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde el fibrinégeno e IgG se obtienen un partir del adsorbente
mediante la elucién gradual.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el fibrindgeno, albumina e 1gG
se enlazan al adsorbente y simultdneamente se obtiene el inhibidor-1-a-proteinasa como material no enlazado a
partir del adsorbente.
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Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el fibrinégeno, albumina e IgG se obtienen un partir del
adsorbente mediante elucién gradual.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos 1, tal como al menos
2, por ejemplo 3 de fibrinégeno, albumina e 1gG se enlaza/enlazan al adsorbente y simultdneamente la a-1-acido-
glicoproteina se obtiene como material no enlazado al adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos 1, tal como al menos
2 por ejemplo 3 de fibrinégeno, albumina e IgG se enlaza/enlazan al adsorbente y simultaneamente la a-1-acido-
glicoproteina y/o el inhibidor de la a- 1-proteinasa se obtiene/obtienen como material no enlazado al adsorbente.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde la fraccién de material no enlazado
comprende la albimina.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1-10, en donde uno o mas factores de la coagulacion o factores de la
anti-coagulacion seleccionados del grupo que consiste de Factor Il, Factor V, Factor VII, Factor VIII, Factor de von
Willebrand, complejo del Factor VIII - factor de von Willebrand, Factor IX, Factor X, Factor Xl, inhibidor de C1,
proteina C y Proteina S se enlaza al adsorbente en una primera iteracién del proceso.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde al menos una proteina seleccionada del grupo que
consiste de albumina, 1gG, transferrina y fibrin6geno se enlaza al adsorbente en una segunda iteracion del proceso.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde al menos un inhibidor de la proteina seleccionada a partir
del inhibidor de la a-1-proteinasa o a-1-acido glicoproteina se enlaza al adsorbente en una tercera iteracion del
proceso.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 24 en donde se eluyen uno o mas factores de la coagulacion o factores
de la anti-coagulacion a partir del adsorbente individualmente en etapas de elucién separadas.
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Lecho expandido

Lecho empacado

Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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