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DESCRIPCION
Purificacién de proteinas con tensioactivo catidnico
Campo de invencion
La invencion se refiere al campo de la purificacion de proteinas usando tensioactivos.
Antecedentes

La produccion de macromoléculas bioldgicas, particularmente proteinas, a menudo implica etapas de potenciacion
de la pureza basadas en propiedades fisicas y fisicoquimicas. Las dificultades encontradas en tales etapas de
procedimiento incluyen, pero no se limitan a, determinar las condiciones que permiten la separacién de moléculas
solubles e insolubles, la recuperacion relativamente baja de la molécula deseada tras una etapa de tratamiento, la
pérdida de actividad bioldgica en el transcurso del procedimiento y la sensibilidad de la proteina a las condiciones de
las etapas del procedimiento tales como el pH.

Se han utilizado tensioactivos en el procesamiento de macromoléculas bioldgicas. Los tensioactivos catiénicos son
una subclase reconocida de tensioactivos e incluyen compuestos de amonio anfipaticos. Los compuestos de amonio
anfipaticos comprenden compuestos de amonio cuaternario de férmula general QN* y compuestos de amonio
primario con cadena de parafina de formula general RNHz*. Ambos tipos de compuestos de amonio anfipaticos
incluyen tensioactivos de amonio de cadena larga que tienen una cadena alifatica larga de preferiblemente al menos
seis atomos de carbono (Scott (1960) Methods Biochem. Anal. 8:145-197.

Se sabe que los tensioactivos de amonio cuaternario de cadena larga interaccionan con macromoléculas biol6gicas.
Los compuestos de amonio cuaternario de cadena larga tienen al menos un sustituyente en el nitrégeno que
consiste en una cadena de alquilo lineal con 6-20 atomos de carbono. Los representantes mejor conocidos de esta
clase son las sales de benzalconio (cloruros y bromuros), cloruro de hexadecilpiridinio, acetato de decualinio,
bromuro de cetildimetilamonio (CTAB) y cloruro de hexadecilpiridinio (CPC1) y cloruro de bencetonio. Los
tensioactivos de amonio cuaternario incluyen sales tales como sales de cetilpiridinio, por ejemplo cloruro de
cetilpiridinio (CPC), sales de estearamida-metilpiridinio, sales de laurilpiridinio, sales de cetilquinolinio, sales de éster
metilico del acido laurilaminopropiénico, sales metdlicas del acido laurilaminopropiénico, lauril dimetil betaina,
estearil dimetil betaina, lauril dihidroxietil betaina y sales de bencetonio. Las sales de alquilpiridinio comprenden
sales de estearil-trimetilamonio, cloruro de alquil-dimetilbencil-amonio y cloruro de dicloro-bencildimetil-alquilamonio.

Los usos conocidos de tensioactivos catidnicos para purificar macromoléculas biolégicas incluyen 1) solubilizacion
de agregados, incluyendo agregados de proteinas; 2) elucién de macromoléculas biolégicas unidas a columna
cromatografica; y 3) precipitacion de polianiones tales como acido hialurénico (HA), acidos nucleicos y heparina (y
moléculas que coprecipitan con polianiones).

Se han usado tensioactivos catiénicos para solubilizar agregados de proteinas. Otta y Bertini ((1975) Acta Physiol.
Latinoam. 25:451-457, demostraron que podia solubilizarse uricasa activa a partir de peroxisomas de higado de
roedor con el tensioactivo de amonio cuaternario Hyamine 2389. Se encontré que el aumento de la concentracion
del tensioactivo de amonio daba como resultado el aumento de la disolucion tanto de uricasa (basandose en la
actividad enzimatica) como de proteina total de manera que no hay aumento en la cantidad relativa de proteina
uricasa con respecto a la cantidad de proteina total. En otras palabras, no hubo solubilizacién selectiva de la
proteina uricasa con respecto a la proteina total, y la proteina uricasa no constituyé un porcentaje superior de la
proteina total tras la solubilizacion con el tensioactivo catidénico. Por tanto, en este procedimiento, la pureza de la
uricasa con respecto al contenido en proteina total aparentemente no se potencia como resultado de la
solubilizacién con tensioactivo de amonio cuaternario.

En otro estudio, Truscoe ((1967) Enzymologia 33:1 19-32, examind un panel de detergentes catidnicos, anidnicos y
neutros para determinar su eficacia de extraccién de urato oxidasa (uricasa) a partir de polvos de rifién de buey.
Aunque se encontré que los detergentes neutros y aniénicos potencian la actividad urato oxidasa soluble, se
encontré que los detergentes cationicos, por ejemplo, sales de amonio cuaternario, disminuyen la actividad
enzimatica total con el aumento de la concentracién. Los autores concluyeron que los detergentes catiénicos no eran
Utiles para purificar urato oxidasa de rifion de buey.

La solubilizacién de proteinas recombinantes, hormona de crecimiento porcina, metionil-hormona de crecimiento
porcina, proteina del virus de la enfermedad de bursitis infecciosa, proteina de fusion con B-galactosidasa, de
células o cuerpos de inclusion de E. coli, con tensioactivos cationicos se describe en la patente estadounidense n.°
4.797.474, la patente estadounidense n.° 4.992.531, la patente estadounidense n.° 4.966.963 y la patente
estadounidense n.° 5.008.377. La solubilizacién en condiciones alcalinas se lleva a cabo usando compuestos de
amonio cuaternario incluyendo cloruro de cetiltrimetilamonio, cloruro de n-alquil-dimetil-bencilamonio mixto, CPC,
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cloruro de N,N-dimetil-N-[2-[2-[4-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-fenoxi]etoxi]etillbencenometanamonio, bromuro de
tetradeciltrimetilamonio, bromuro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de cetiltrimetilamonio. Estas publicaciones
mencionan que, tras cada procedimiento de solubilizacién, las disoluciones se centrifugan y se observa poco o
ningun sedimento en cada caso. Esta observacion sugiere que la mayoria o todas las proteinas se solubilizan sin
considerar la selectividad para la solubilizacién de una proteina diana. No se indica la pureza de las proteinas
recuperadas. La patente estadounidense n.° 5.929.231, incorporada en el presente documento como referencia en
su totalidad, describe la disgregacion de granulos y agregados que contienen almidones con cloruro de cetilpiridinio
(CPC). Por tanto, la técnica anterior se refiere al uso de tensioactivos catidnicos para la solubilizacion general, no
especifica de macromoléculas bioldgicas particuladas. Estos métodos de la técnica anterior no dan a conocer el
aumento de la pureza de una proteina diana deseada con respecto a la proteina total con un tensioactivo cationico.

Se han usado tensioactivos catidnicos para eluir macromoléculas biolégicas adsorbidas a resinas de intercambio
catiénico o adyuvantes que contienen aluminio (Antonopoulos, et al. (1961) Biochim. Biophys. Acta 54:213-226;
Embery (1976) J. Biol. Buccale 4:229-236; y Rinella, et al. (1998) J. Colloid Interface Sci. 197:48-56.

La patente estadounidense n.° 4.169.764 describe la elucién de urocinasa de columnas de carboximetilcelulosa
usando una amplia variedad de disoluciones de tensioactivo catiénico. Los autores establecen una preferencia por el
uso de sales de amonio tetrasustituidas en las que un grupo alquilo es un grupo alquilo superior de hasta 20 atomos
de carbono y los otros son grupos alquilo inferiores de hasta 6 atomos de carbono. El uso de tales tensioactivos
catiénicos permite la separacion de macromoléculas biolégicas de su unién a una matriz sélida.

A la inversa, la impregnacion de filtros tales como los compuestos de nailon, con tensioactivo catiénico permite la
inmovilizacién de polisacaridos o acidos nucleicos (Maccari y Volpi (2002) Electrophoresis 23:3270-3277; Benitz, et
al. (1990) patente estadounidense n.° 4.945.086; Macfarlane (1991) patente estadounidense n.° 5.010.183.

Este fendbmeno se debe aparentemente a las interacciones de tensioactivo catiénico-polianion que permiten la
precipitacion del polianion.

Esta bien establecido que los compuestos de amonio anfipaticos, que comprenden compuestos de amonio
cuaternario de férmula general QN* y compuestos de amonio primario con cadena de parafina de férmula general
RNHs*, pueden precipitar polianiones en condiciones definidas (revisado en Scott (1955) Biochim. Biophys. Acta
18:428-429; Scott (1960) Methods Biochem. Anal. 8:145-197; Laurent, et al., (1960) Biochim. Biophys. Acta 42:476-
485; Scott (1961) Biochem. J. 81:418-424; Pearce y Mathieson (1967) Can. J. Biochemistry 45:1565-1576; Lee
(1973) Fukushima J. Med. Sci. 19:33-39; Balazs, (1979) patente estadounidense n.° 4.141.973; Takemoto, et al.,
(1982) patente estadounidense n.° 4.312.979; Rosenberg (1981) patente estadounidense n.° 4.301.153; Takemoto,
et al.,, (1984) patente estadounidense n.° 4.425.431; d’'Hinterland, et al., (1984) patente estadounidense n.°
4.460.575; Kozma, et al. (2000) Mol. Cell. Biochem. 203:103-112. Esta precipitacion depende de las especies
precipitantes que tienen una alta densidad de carga de polianiones y alto peso molecular (Saito (1955) Kolloid-Z
143:66.

La presencia de sales puede interferir con o revertir la precipitacién de polianiones inducida por tensioactivos
catiénicos.

Adicionalmente, los polianiones pueden precipitar de manera diferencial de disoluciones que contienen
contaminantes proteicos, en condiciones de pH alcalino. En tales casos, las proteinas no unidas quimicamente a los
polianiones permaneceran en disolucion, mientras que los polianiones y otras moléculas unidas a los polianiones
precipitaran. Por ejemplo, la precipitacién de polianiones tales como polisacaridos y &cidos nucleicos va
acompafiada por la coprecipitacion de moléculas tales como proteoglucanos y proteinas que interaccionan con los
polianiones (Blumberg y Ogston (1958) Biochem. J. 68:183-188; Matsumura, et al., (1963) Biochim. Biophys. Acta
69: 574-576; Serafini-Fracassini, et al. (1967) Biochem. J. 105:569-575; Smith, et al. (1984) J. Biol. Chem.
259:11046-11051; Fuks y Vlodavsky (1994) patente estadounidense n.° 5.362.641; Hascall y Heinegard (1974) J.
Biol. Chem. 249:4232-4241, 4242-4249 y 4250-4256; Heinegard y Hascall (1974) Arch. Biochem. Biophys. 165: 427-
441; Moreno, et al. (1988) patente estadounidense n.° 4.753.796; Lee, et al. (1992) J. Cell Biol. 116: 545-557;
Varelas, et al. (1995) Arch. Biochem. Biophys. 321: 21-30.

El punto isoeléctrico (o pl) de una proteina es el pH al que la proteina tiene un nimero igual de cargas positivas y
negativas. En condiciones de disoluciéon con valores de pH proximos a (especialmente por debajo de) el punto
isoeléctrico de una proteina, las proteinas pueden formar sales estables con polianiones fuertemente acidos tales
como heparina. En condiciones que promueven la precipitacién de tales polianiones, las proteinas complejadas con
los polianiones también precipitan (LB Jaques (1943) Biochem. J. 37:189-195; AS Jones (1953) Biochim. Biophys.
Acta 10:607-612; JE Scott (1955) Chem e Ind 168-169; patente estadounidense n.° 3.931.399 (Bohn, et al., 1976) y
patente estadounidense n.° 4.297.344 (Schwinn, et al., 1981) .

La patente estadounidense n.° 4.421.650, la patente estadounidense n.° 5.633.227 y Smith, et al. ((1984) J. Biol.
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Chem. 259:11046-11051) describen la purificacién de polianiones mediante el tratamiento secuencial con un
tensioactivo catidnico y sulfato de amonio (que permite la disociacion de complejos de polianion-tensioactivo
catidnico) y la posterior separacién usando cromatografia de interacciones hidréfobas. La publicacion de patente
europea EP055188 describe la separaciéon permitida por tensioactivo catidnico de la toxina RTX del lipopolisacarido.
Sin embargo, no hay un equilibrio de masas en la cantidad de lipopolisacarido que se cuantifica mediante ensayos
de actividad de endotoxina. Se ha demostrado la neutralizacién de la actividad de endotoxina mediante compuestos
catinénicos que interaccionan fuertemente (Cooper JF (1990) J Parenter Sci Technol 44:13-5.

Por tanto, en el documento EP055188, la falta de actividad de endotoxina en el precipitado tras el tratamiento con
cantidades crecientes de tensioactivo catiénico resulta posiblemente de la neutralizacién de la actividad por la
formacion del complejo de tensioactivo-lipopolisacarido.

Los métodos mencionados anteriormente requieren polianiones, soportes soélidos o agregados que comprenden
proteinas intermediarios con solubilidad selectiva por un tensioactivo catiénico para permitir la purificacion de
proteinas solubles usando tensioactivo catiénico. Por tanto, la técnica anterior no proporciona un método de
purificacién de una proteina diana poniendo en contacto la proteina con un tensioactivo catidnico en una cantidad
eficaz para precipitar preferentemente proteinas distintas de la proteina diana, es decir, proteinas contaminantes,
particularmente cuando tal puesta en contacto se realiza en ausencia de polianiones, soportes sélidos o agregados
de proteinas intermediarios. A menudo, un experto en la técnica encuentra mezclas de proteinas solubles y no tiene
un medio sencillo, eficaz para purificar la proteina deseada. El método novedoso para purificar proteinas, descrito en
el presente documento, permite la purificacion eficaz de proteinas diana mediante el uso de tensioactivos cationicos
para precipitar preferentemente proteinas distintas de la proteina diana. Preferiblemente tal precipitacion de
proteinas contaminantes es directa, y no depende de la presencia de polianiones, soportes sélidos o agregados que
comprenden las proteinas contaminantes y otras moléculas.

Sumario de la invencion

La invencion objeto proporciona un método para purificar una proteina diana segun la reivindicacién 1 en el presente
documento.

Segun otro aspecto de la invencidn, se proporciona un método segun la reivindicacion 9 en el presente documento.
Breve descripcién de las figuras

La figura 1 representa los efectos de la concentraciéon de CPC sobre la actividad y la pureza de uricasa. La
concentracion de proteina (A) y la actividad enzimatica (B) de uricasa de mamifero, a partir de cuerpos de inclusién
disueltos de E. coli, se miden tras los tratamientos con CPC indicados y la separacion centrifuga. La actividad
especifica (C) de cada aislado se calcula como una razén de estos valores (actividad/concentraciéon de proteina).

La figura 2 representa el analisis cromatografico mediante HPLC de exclusién molecular de uricasa de mamifero en
bruto preparada a partir de cuerpos de inclusion y tras el tratamiento con CPC al 0,075%. Se analizan los perfiles de
HPLC de exclusién molecular de A. cuerpos de inclusion de E. coli solubilizados sin tratamiento con CPC, y B. el
sobrenadante tras precipitacion con CPC (0,075%) y filtracion. Las areas de cada pico y el porcentaje de area total
se resumen en las tablas adjuntas.

La figura 3 representa el andlisis mediante SDS-PAGE (gel al 15%) de uricasa tratada con CPC. Las muestras que
contienen uricasa se preparan tal como se describe en el ejemplo 1. Se toman alicuotas de muestras de diversas
etapas del procedimiento tal como sigue: carril 1- Cl disueltos; carril 2 - sobrenadante tras el tratamiento con CPC;
carril 3 - sedimento tras el tratamiento con CPC.

La figura 4 representa el analisis mediante HPLC de exclusibn molecular de anticuerpo scFv en bruto tras el
tratamiento con CPC al 0,02%. Se analizan los perfiles de HPLC de exclusiéon molecular de A. anticuerpo scFv BTG-
271 como patrén de referencia, B. cuerpos de inclusion solubilizados, y C. el sobrenadante tras el replegamiento y la
precipitacion con CPC (0,02%) y filtracion. Las areas de cada pico y el porcentaje de area total se resumen en las
tablas adjuntas.

La figura 5 representa el analisis mediante SDS-PAGE (gel al 15%) de anticuerpo scFv tratado con CPC. Las
muestras que contienen el anticuerpo scFv de diversas etapas del procedimiento y los patrones se presentan en el
orden siguiente: carril 1 - patrones de peso molecular; carril 2 - CI disueltos; carril 3 - proteina replegada; carril 4 -
sedimento de CPC; carril 5 - sobrenadante tras el tratamiento con CPC.

La figura 6 representa la cromatografia de filtracién en gel de HPLC de interfer6n beta antes y después del
tratamiento con CPC.
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A. Antes del tratamiento con CPC

B. Tras el tratamiento con CPC.

Se cargaron en la columna 200 pl de una disolucion de interferén beta 0,1 mg/ml.
Descripcion detallada de la invencion

Las proteinas son anfolitos, que tienen cargas tanto positivas como negativas. El pH de una disolucién y las
moléculas cargadas que interaccionan con una proteina afectan a la carga neta de esa proteina. Pueden producirse
interacciones fuertes entre las proteinas cuando la carga neta de una proteina es neutra (el punto isoeléctrico).
Cuando el pH de la disolucion esta por debajo del punto isoeléctrico de la proteina, la proteina tiene una carga
positiva neta, y puede haber repulsion electrostatica entre moléculas catidnicas, incluyendo otras proteinas.

Un objeto de la invencién es proporcionar un método para purificar una proteina diana solubilizada a partir de una
disolucién que comprende una mezcla de la proteina diana y proteinas contaminantes que comprende poner en
contacto la mezcla solubilizada con una cantidad eficaz de un tensioactivo catidnico y recuperar la proteina diana.
Los tensioactivos cationicos son moléculas de superficie activa con una carga positiva. En general, estos
compuestos también tienen al menos un grupo alifatico no polar. La proteina diana tiene un punto isoeléctrico mayor
de 7. En una realizacion particular, el pH de la disolucion es aproximadamente igual al punto isoeléctrico de la
proteina diana. En una realizacién particular, cuando el pH de la disolucién esta por encima del punto isoeléctrico de
la proteina diana, el pH de la disolucién esta dentro de 1-2 unidades de pH del punto isoeléctrico de la proteina
diana. En una realizacion particular, cuando el pH de la disolucién esta por encima del punto isoeléctrico de la
proteina diana, el pH de la disolucion esta dentro de 1 unidad de pH del punto isoeléctrico de la proteina diana.

La proteina o proteinas contaminantes se hacen precipitar preferentemente, aumentando asi la proporciéon de las
proteinas que quedan en disolucidn representadas por la proteina diana. Por ejemplo, partiendo de una disolucion
de proteina diana y proteina contaminante en la que la proteina diana es el 20% de la proteina total en disolucién,
puede purificarse la proteina diana usando los métodos proporcionados para lograr una disolucion en la que la
proteina diana es el 30% o mas, el 40% o mas, el 50% o mas, el 60% o mas, el 70% o mas, el 80% o mas, el 90% o
mas, el 95% o mas de la proteina total que queda en disolucién.

Tal como se usa en el presente documento, el término “precipitar preferentemente” significa que se hace precipitar
una proteina o grupo de proteinas en un mayor grado que otra proteina o grupo de proteinas. Por ejemplo, en el
caso de una mezcla de una proteina diana y proteinas contaminantes, se hacen precipitar las proteinas
contaminantes preferentemente con respecto a la proteina diana cuando se hace precipitar el 20% o mas de las
proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar menos del 20% de la proteina diana. Preferiblemente, se
hace precipitar un alto porcentaje de proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar un bajo porcentaje de
la proteina diana. En realizaciones preferidas, se hace precipitar el 30% o mas de las proteinas contaminantes,
mientras que se hace precipitar menos del 30% de la proteina diana; se hace precipitar el 40% o mas de las
proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar menos del 40% de la proteina diana; se hace precipitar el
50% o mas de las proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar menos del 50% de la proteina diana; se
hace precipitar el 60% o0 mas de las proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar menos del 60% de la
proteina diana; se hace precipitar el 70% o0 mas de las proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar
menos del 70% de la proteina diana; se hace precipitar el 80% o mas de las proteinas contaminantes, mientras que
se hace precipitar menos del 80% de la proteina diana; se hace precipitar el 90% o mas de las proteinas
contaminantes, mientras que se hace precipitar menos de 90% de la proteina diana; se hace precipitar el 95% o mas
de las proteinas contaminantes, mientras que se hace precipitar menos del 95% de la proteina diana.
Preferiblemente, se hace precipitar un pequefio porcentaje de la proteina diana. Por ejemplo, se hace precipitar
menos del 60%, menos del 50%, menos del 40%, menos del 30%, menos del 20%, menos del 10%, menos del 5% o
menos del 1% de la proteina diana.

En una realizacion particular, la cantidad total de proteina en disolucién (proteina diana mas proteina contaminante),
antes de llevar a cabo el método de purificacién de la invencion es de desde 0,1 hasta 10 mg/ml. En realizaciones
particulares, la cantidad total de proteina en disolucién antes de llevar a cabo el método de purificacion de la
invencion es de desde 0,1 hasta 3 mg/ml, de 0,3 a 2 mg/ml, de 0,5 a 2 mg/ml, de 0,5 a 1 mg/ml, de 1 a 2 mg/ml o de
aproximadamente 1 mg/ml.

En realizaciones particulares, la precipitacion preferente de proteinas contaminantes es directa, y no depende, o no
depende sustancialmente, de la presencia de polianiones. En otra realizacién, la precipitacion preferente de
proteinas contaminantes es directa, y no depende, o no depende sustancialmente, de la presencia de un soporte
sélido. En otra realizacion, la precipitacion preferente de proteinas contaminantes no depende, o no depende
sustancialmente, de la presencia de agregados entre proteinas contaminantes y otras moléculas. La precipitacion
preferente de proteinas contaminantes no depende o depende sustancialmente de un componente (por ejemplo,
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polianiones, soportes sélidos o agregados de proteinas contaminantes y otras moléculas) cuando, por ejemplo, la
eliminacion de ese componente no afecta o no afecta sustancialmente, respectivamente, a la precipitacion
preferente de la proteina contaminante. Un ejemplo de un efecto insustancial de la eliminacién de un componente
seria que las proteinas contaminantes se hicieran precipitar preferentemente tanto cuando el componente esta
presente como cuando estd ausente. Un ejemplo adicional seria que las proteinas contaminantes se hicieran
precipitar preferentemente en el mismo grado cuando el componente estd presente y cuando estd ausente.
Preferiblemente, la misma o sustancialmente la misma cantidad de proteinas contaminantes precipitan en ausencia
0 ausencia sustancial del componente igual que en presencia del componente.

En otra realizacion, el método se realiza en ausencia de polianiones o en ausencia de cantidades sustanciales de
polianiones. En otra realizacion, el método se realiza en ausencia de un soporte sélido o en ausencia de un soporte
sélido sustancial. En otra realizacién, el método se realiza en ausencia de agregados entre proteinas contaminantes
y otras moléculas, o en ausencia de cantidades sustanciales de agregados entre proteinas contaminantes y otras
moléculas. Preferiblemente, el método se realiza en ausencia de o en ausencia de cantidades sustanciales de dos o
tres miembros del grupo que consiste en polianiones; un soporte soélido; y agregados entre proteinas contaminantes
y otras moléculas.

Una vez proporcionado el método de la invencién, para un experto en la técnica es rutina seleccionar el tensioactivo
particular usado y las condiciones, por ejemplo, pH, temperatura, salinidad, concentracion de tensioactivo cationico,
concentracion de proteina total, en las que se lleva a cabo este procedimiento para potenciar la eficacia de la
purificacién de una proteina diana particular. Por ejemplo, pueden compararse purificaciones realizadas a diferentes
valores de pH y concentraciones de tensioactivo para establecer las condiciones de purificacion 6ptimas. Ejemplos
de este procedimiento se proporcionan a continuacion en la seccion de ejemplos. En una realizacion particular, el pH
de la disolucién se escoge de manera que sea tan alto como sea posible sin reducir sustancialmente la cantidad de
proteina diana recuperada.

También se da a conocer en el presente documento un método para determinar las condiciones que permiten la
purificacién eficaz de proteinas diana basandose en su solubilidad, tal como resulta afectada por tensioactivos
cationicos.

Una cantidad eficaz de tensioactivo catiénico es una cantidad de tensioactivo que produce la precipitacion preferente
de proteinas contaminantes. En realizaciones particulares, la cantidad eficaz de tensioactivo hace precipitar el 40%,
el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95% o el 99% de las proteinas contaminantes.

En una realizacién de la invencion, el tensioactivo catiénico se afiade a una concentraciéon de desde el 0,001% hasta
el 5,0%, preferiblemente el tensioactivo catidnico se aflade a una concentracion de desde el 0,01% hasta el 0,5% y
mas preferiblemente, el tensioactivo catidnico se afiade a una concentracion de desde el 0,03% hasta el 0,2%. En
realizaciones particulares, el tensioactivo catiénico se aflade a una concentracion de desde el 0,01% hasta el 0,1%,
del 0,01% al 0,075%, del 0,01% al 0,05% o del 0,01% al 0,03%.

El método mencionado anteriormente se lleva a cabo cuando el tensioactivo catiénico es un compuesto de amonio
anfipatico.

En una realizacion preferida, la proteina diana solubilizada se somete a procesamiento adicional una vez que las
proteinas contaminantes se han hecho precipitar preferentemente. Un procesamiento adicional de este tipo puede
incluir etapas de purificacion adicionales, ensayos para determinar la actividad o la concentracion, dilisis,
cromatografia (por ejemplo, HPLC, cromatografia de exclusién molecular), electroforesis, dialisis, etc.

Tal como se usa en el presente documento, los compuestos de amonio anfipaticos comprenden compuestos que
tienen tanto componentes catiénicos como no polares con la férmula general de o bien QN* o bien RNHs". Q indica
que el nitrégeno es un amonio cuaternario (unido covalentemente a cuatro grupos organicos que pueden estar
unidos entre si 0 no). Cuando los grupos organicos estan unidos entre si, pueden formar compuestos aromaticos o
alifaticos ciclicos, dependiendo de la configuracion electronica de los enlaces entre los componentes que forman la
estructura ciclica. Cuando el compuesto de amonio anfipatico seleccionado tiene la formula general, RNH3", el
compuesto es una amina primaria en la que R es un grupo alifatico. Los grupos alifaticos son grupos organicos de
cadena abierta.

En una realizacién de la invencion, el compuesto de amonio anfipatico seleccionado puede formar una sal con un
haluro. Cominmente, sales de haluro se refieren a las que comprenden iones fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro.

En una realizacion de la invencién, el compuesto de amonio anfipatico tiene al menos una cadena alifatica que tiene
6-20 atomos de carbono, preferiblemente, el compuesto de amonio anfipatico tiene al menos una cadena alifatica
gue tiene 8-18 atomos de carbono.
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En una realizacion de la invencién, el compuesto de amonio anfipatico seleccionado se selecciona del grupo que
consiste en sales de cetilpiridinio, sales de estearamida-metilpiridinio, sales de laurilpiridinio, sales de cetilquinolinio,
sales de éster metilico del acido laurilaminopropiénico, sales metdlicas del acido laurilaminopropiénico, lauril dimetil
betaina, estearil dimetil betaina, lauril dihidroxietil betaina y sales de bencetonio.

Los compuestos de amonio anfipaticos que pueden usarse incluyen cloruro de hexadecilpiridinio, acetato de
decualinio, cloruro de hexadecilpiridinio, cloruro de cetiltrimetilamonio, cloruro de n-alquil-dimetil-bencilamonio mixto,
cloruro de cetilpiridinio (CPQO), cloruro de N,N-dimetil-N-[2-[2-[4-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-
fenoxi]etoxi]etil[bencenometanamonio, cloruro de alquil-dimetilbencil-amonio y cloruro de dicloro-bencildimetil-
alquilamonio, bromuro de tetradeciltrimetilamonio, bromuro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de cetiltrimetilamonio,
lauril dimetil betaina, estearil dimetil betaina y lauril dihidroxietil betaina.

En una realizacion de la invencién, el compuesto de amonio anfipatico es una sal de cetilpiridinio tal como cloruro de
cetilpiridinio.

En una realizacién de la invencion, la mezcla que contiene la proteina deseada comprende ademas componentes
celulares tales como componentes celulares derivados de microorganismos, por ejemplo, de bacterias tales como E.
coli.

En una realizacion de la invencion, los componentes celulares son una 0 mas proteinas.
En una realizacion de la invencion, la proteina diana puede ser una proteina recombinante, por ejemplo, una enzima.

El método de la invencién puede usarse para purificar una variedad de proteinas. Estas proteinas pueden incluir
anticuerpos, uricasa, interferon-beta, inhibidor del factor X de sanguijuela, desoxirribonucleasa acida I, elastasa,
lisozima, papaina, peroxidasa, ribonucleasa pancredtica, tripsindgeno, tripsina, citocromo c, erabutoxina,
enterotoxina C1 de Staphilococcus aureus y monoaminooxidasa A, y otras proteinas que estan cargadas
positivamente en condiciones alcalinas.

En una realizacion de la invencion, la proteina diana puede ser un anticuerpo, receptor, enzima, proteina de
transporte, hormona o fragmento de los mismos o un conjugado por ejemplo, conjugado con una segunda proteina o
un producto quimico o una toxina.

Los anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, humanizados, quiméricos, de cadena sencilla, biespecificos,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, producidos por una biblioteca de expresion de Fab, anticuerpos anti-idiotipicos
(anti-Id) y fragmentos de union a epitopo de cualquiera de los anteriores, pero con la condicion de que en las
condiciones de la purificacién el anticuerpo esté cargado positivamente.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que proporcione la produccion de
moléculas de anticuerpo mediante el cultivo continuo de lineas celulares. Estas incluyen la técnica del hibridoma de
Kohler y Milstein, (1975, Nature 256,495-497; y patente estadounidense n.° 4.376.110), la técnica del hibridoma de
células B humanas (Kozbor et al., 1983, Inmunology Today 4, 72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
2026-2030) y la técnica del hibridoma-VEB para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., 1985,
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96).

Tales anticuerpos pueden usarse como base a partir de la cual clonar y por tanto expresar de manera recombinante
cadenas pesadas Y ligeras individuales. Las dos cadenas pueden expresarse de manera recombinante en la misma
célula o pueden combinarse in vitro tras la expresion separada y purificacién. Pueden transfectarse acidos nucleicos
(por ejemplo, en un vector de plasmido) que codifican para una cadena pesada o ligera deseada o que codifican
para una molécula que comprende un dominio variable de cadena pesada o ligera deseada en una célula que
expresa una cadena pesada o ligera de anticuerpo diferenciada o una molécula que comprende una cadena pesada
o ligera de anticuerpo, para la expresiéon de una proteina multimérica. Alternativamente, pueden expresarse y usarse
opcionalmente cadenas pesadas 0 moléculas que comprenden la region variable de las mismas o una CDR de las
mismas sin la presencia de una region variable de cadena ligera o cadena ligera complementaria. En otras
realizaciones, tales anticuerpos y proteinas pueden modificarse en el extremo N o C-terminal, por ejemplo, mediante
amidacién C-terminal o acetilacion N-terminal.

Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes partes se derivan de diferentes especies animales,
tales como los que tienen una region variable derivada de un AcM murino y una regidon constante de
inmunoglobulina humana. (Véanse, por ejemplo, Cabilly et al., patente estadounidense n.° 4.816.567; y Boss et al.,
patente estadounidense n.° 5.816.397.). Las técnicas para la produccion de anticuerpos quiméricos incluyen el corte
y empalme de los genes de una molécula de anticuerpo de ratén de especificidad antigénica apropiada con genes
de una molécula de anticuerpo humano de actividad biol6égica deseada (véanse por ejemplo, Morrison, et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6851-6855; Neuberger, et al., 1984, Nature 312, 604-608; Takeda, et al., 1985, Nature
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314, 452-454).

Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo de especies no humanas que tienen una o mas regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de la especie no humana y regiones de entramado de una molécula de
inmunoglobulina humana. Las técnicas para la produccion de anticuerpos humanizados se describen por ejemplo en
Queen, patente estadounidense n.° 5.585.089 y Winter, patente estadounidense n.° 5.225.539. La extension de las
regiones de entramado y las CDR se ha definido con precision (véase, “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, Kabat, E. et al., U.S. Department of Health and Human Services (1983).

Se forman anticuerpos de cadena sencilla uniendo los fragmentos de cadena pesada y ligera de la region Fv a
través de un puente de aminoacidos, dando como resultado un polipéptido de cadena sencilla. Las técnicas para la
produccién de anticuerpos de cadena sencilla se describen por ejemplo en la patente estadounidense 4.946.778;
Bird, 1988, Science 242, 423-426; Huston, et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879-5883; y Ward, et al.,
1989, Nature 334, 544-546).

Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo obtenido por ingenieria genética que reconoce dos tipos de dianas, por
ejemplo (1) un epitopo especifico y (2) una molécula “desencadenante”, por ejemplo receptores de Fc en células
mieloides. Tales anticuerpos biespecificos pueden prepararse o bien mediante conjugaciéon quimica, hibridoma, o
bien mediante técnicas de biologia molecular recombinante.

Los fragmentos de anticuerpo incluyen: Los fragmentos F(ab’)2, que pueden producirse mediante digestion con
pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos F(ab’), que pueden generarse reduciendo los puentes
disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. Alternativamente, pueden construirse bibliotecas de expresion de Fab (Huse, et
al., 1989, Science 246, 1275-1281) para permitir la identificacién rapida y facil de fragmentos Fab monoclonales con
la especificidad deseada.

En una realizacién de la invencion, la proteina es uricasa.

En otra realizacion de la invencion, la uricasa es una uricasa de mamifero.

En otra realizacion de la invencién, la uricasa de mamifero es una uricasa de mamifero variante
En otra realizacion de la invencién, la uricasa de mamifero es una uricasa porcina.

En otra realizacion de la invencion, la uricasa porcina variante se denomina uricasa PKSAN.

En otra realizacion de la invencion, la proteina es un anticuerpo.

En otra realizacion de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla.

En otra realizacion de la invencion, la proteina es un interferén.

En otra realizacion de la invencion, el interferén es interferon beta. En una realizacién particular, el interferén es
interferén beta 1b. Nagola, S. et al., Nature, 284:316 (1980); Goeddel, D. V. et al., Nature, 287:411 (1980); Yelverton,
E. et al., Nuc Acid Res., 9:731 (1981); Streuli, M. et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. (U.S.), 78:2848 (1981); solicitud de
patente europea n.° 28033, publicada el 6 de mayo de 1981; 321134, publicada el 15 de julio de 1981; 34307
publicada el 26 de agosto de 1981; y patente belga n.° 837379, expedida el 1 de julio de 1981 describieron diversos
métodos para la produccion de interferon-beta empleando técnicas de ADN recombinante. Los procedimientos para
la recuperacion y purificacion de IFN producidos de manera bacteriana se describen en las patentes
estadounidenses n.°® 4.450.103; 4.315.852; 4.343.735; y 4.343.736; y Derynck et al., Nature (1980) 287:193-197 y
Scandella y Kornberg, Biochemistry, 10:4447 (1971).

En una realizacion particular, la proteina diana es factor Xa de sanguijuela. El factor Xa de sanguijuela puede
producirse mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica, tal como el método descrito en la
patente estadounidense n.° 6.211.341 y la publicacion de patente internacional n.° WO 94/23735.

En una realizacion de la invencién, la puesta en contacto se realiza durante entre aproximadamente 1 minuto y
aproximadamente 48 horas, mas preferiblemente desde aproximadamente 10 minutos hasta aproximadamente 24
horas, de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 12 horas, de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 8 horas, de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 6 horas, de aproximadamente 30
minutos a aproximadamente 4 horas, de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas, de
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 1 hora, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 horas.
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En una realizacién de la invencion, la puesta en contacto se realiza a una temperatura de desde aproximadamente
4°C hasta aproximadamente 36°C; mas preferiblemente de desde aproximadamente 4°C hasta aproximadamente
26°C.

La invencion objeto también proporciona el uso de tensioactivo catibnico como agente Unico para purificar una
proteina que tiene un punto isoeléctrico mayor de 7 en condiciones alcalinas.

La invencién objeto también proporciona una uricasa purificada en condiciones alcalinas a partir de una mezcla
mediante la adicion de cloruro de cetilpiridinio a la mezcla.

En una realizacion de la invencion, la uricasa se obtiene de una célula bacteriana que comprende ADN que codifica
para la uricasa mediante un método que comprende tratar la célula bacteriana para que exprese el ADN y produzca
la uricasa y recuperar la uricasa.

En una realizacién de la invencion, la uricasa se recupera a partir de precipitados dentro de la célula bacteriana.

La invencion objeto también proporciona uricasa purificada para su uso en la preparacion de un conjugado de
uricasa-polimero.

También se da a conocer en el presente documento una proteina purificada que tiene un punto isoeléctrico mayor de
7 que puede obtenerse mediante un método que comprende poner en contacto una mezcla que contiene la proteina
con una cantidad eficaz de un tensioactivo catidnico en condiciones tales que la proteina esta cargada positivamente
o tiene una zona de carga positiva, y recuperar la proteina.

La invencion objeto también proporciona el uso de una sal de cetilpiridinio para purificar una proteina que tiene un
punto isoeléctrico mayor de 7.

En cuanto al pH, en realizaciones en las que la mezcla se pone en contacto con una cantidad eficaz de un
tensioactivo catiénico en condiciones tales que la proteina diana esta cargada positivamente, el pH variara con la
naturaleza de la proteina diana. Sin embargo, el pH esta preferiblemente entre pH 7 y pH 11; intervalos preferidos
son desde aproximadamente pH 7 hasta pH 10, de pH 7 apH 9, de pH 8 a pH 11, de pH 8 a pH 10 o de pH 8 a pH
9.

Ejemplos

Los ejemplos que siguen se exponen para ayudar en la compresion de la invencion.
EJEMPLO 1. Uso de CPC para la purificacién de uricasa de mamifero recombinante
1.1. Antecedentes

La uricasa de calidad farmacéutica debe estar esencialmente libre de proteina distinta de uricasa. Se acumulé
intracelularmente uricasa de mamifero (punto isoeléctrico de 8,67) producida en E. coli en precipitados similares a
organulos denominados cuerpos de inclusion (Cl) que pueden aislarse facilmente para la purificacion adicional. A
diferencia de la consideracion clasica de que los Cl contienen proteina expresada desordenada/con plegamiento
erréneo, estos elementos de tipo Cl contienen uricasa plegada correctamente en forma precipitada. La exposicion de
elementos de tipo Cl con uricasa a un pH alcalino, por ejemplo, aproximadamente pH 9-11, volvié a disolver la
proteina precipitada. El contenido en uricasa en elementos de tipo Cl solubilizados era de aproximadamente el 40 -
60% y requiri6 una amplia purificacion para obtener una preparacion de uricasa homogénea. En el presente
documento, se demuestra la purificacion de uricasa y otra proteina con CPC que puede evaluarse mediante una
variedad de métodos. Por ejemplo, puede evaluarse la pureza de uricasa de mamifero determinando la actividad
especifica, el numero de bandas que aparecen tras la electroforesis y la tincion de geles de SDS-PAGE, y el nimero
y el tamafio de los picos que aparecen en un cromatograma tras la HPLC de exclusion molecular.

1.2. MATERIALES Y METODOS
1.2.1. Tampon NaHCO3 50 mM (pH 10,3)

Se preparé este tampon disolviendo NaHCO3 hasta una concentracion final de 50 mM. Se ajust6 el pH a 10,2 -10,4.
Dependiendo del pH de partida, puede usarse HCI 0,1 M o NaOH 1 N.

1.2.2. Disolucién de CPC al 10%
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Se preparé CPC al 10% disolviendo CPC en agua destilada hasta una concentracién final de 10 g/100 ml.
1.2.3. Expresion de uricasa porcina recombinante

Se expreso uricasa de mamifero recombinante (urato oxidasa) en E. coli K-12 cepa W3110 F, tal como se describe
en la publicacién de patente internacional WO 00/08196 de Duke University y la solicitud provisional de patente
estadounidense n.° 60/095.489.

1.2.4. Cultivo y recogida de bacterias productoras de uricasa

Se cultivaron las bacterias a 37°C en medio de crecimiento que contenia hidrolizado de caseina, extracto de
levadura, sales, glucosa y amoniaco.

Tras el cultivo, se recogieron las bacterias en las que se acumulaba la uricasa mediante centrifugacion y se lavaron
con agua para eliminar el medio de cultivo residual.

1.2.5. Alteracién y recuperacion celular

Se suspendié el sedimento celular recogido en tampon Tris 50 mM, pH 8,0 y EDTA 10 mM y se llevd hasta un
volumen final de aproximadamente 20 veces el peso celular seco (PCS). Se afiadi6 lisozima, a una concentracion de
2000-3000 unidades/ml, al sedimento suspendido mientras se mezclaba y se incub6 durante 16-20 horas, a 4-8°C.

Se trato el lisado celular mediante mezclado de alta cizalladura y posteriormente mediante sonicacion. Se diluy6 la
suspension con un volumen igual de agua desionizada y se centrifugd. Se diluyé el sedimento, que contenia cuerpos
de inclusién con uricasa, con agua desionizada (p/p) y se centrifugd para eliminar adicionalmente las impurezas. Se
guardd el sedimento obtenido a partir de esta Ultima etapa de lavado para el procesamiento adicional y se deseché
el sobrenadante.

1.2.6. Disolucién

Se suspendio el sedimento con cuerpos de inclusién (Cl) en tampdén NaHCO3; 50 mM, pH 10,3 £ 0,1. Se incubd la
suspension a una temperatura de 25 + 2°C durante aproximadamente 0,5-2 horas para permitir la solubilizacién de
uricasa derivada de CI.

1.2.7. Tratamiento con CPC

Se afiadié disolucion de CPC al 10% en alicuotas a Cl homogenizados (pH 10,3), mientras se mezclaba
enérgicamente, para obtener la concentracion deseada de CPC. Se incubd la muestra durante de 1 a 24 horas tal
como se indica, durante lo cual se formaron escamas precipitantes. Se centrifugd la muestra durante 15 minutos, a
12.000 x g. Se separaron el sedimento y el sobrenadante, y se suspendid el sedimento con tampén NaHCO3; 50 mM
(pH 10,3) hasta el volumen original. Se determind la actividad enzimatica de cada fraccién, y se concentraron y se
dializaron las fracciones pare eliminar el CPC restante.

1.2.8. Ensayo de proteinas

Se determind el contenido en proteinas de alicuotas de muestras de Cl tratados y no tratados usando el método de
Bradford modificado (Macart y Gerbaut (1982) Clin Chim Acta 122:93-101).

1.2.9. Ensayo de uricasa
1.2.9.1. Actividad enzimética

Se midi6 la actividad de uricasa mediante el método de UV (Fridovich, I. (1965) The competitive inhibition of uricase
by oxonate and by related derivatives of s-triazines. J Biol Chem, 240, 2491-2494; modificado mediante la
incorporacion de BSA 1 mg/ml). Se determiné la velocidad de la reacciéon enzimatica, en muestras por duplicado,
midiendo la disminucién en la absorbancia a 292 nm que resulta de la oxidacién del acido Urico a alantoina. Una
unidad de actividad se define como la cantidad de uricasa requerida para oxidar un umol de acido Urico por minuto, a
25°C, en las condiciones especificadas. La potencia de la uricasa se expresa en unidades de actividad por mg de
proteina (U/mg).

El coeficiente de extincion de acido drico 1 mM a 292 nm en una longitud de trayectoria de 1 cm es de 12,2. Por
tanto, la oxidacién de 1 umol de acido Urico por ml de mezcla de reaccién da como resultado una disminucién en la
absorbancia de 12,2 mAzg,. Se obtuvo el cambio en la absorbancia con el tiempo (AA2g2 por minuto) a partir de la
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parte lineal de la curva. Entonces se calculé la actividad uricasa tal como sigue:

DA, (AU /min) X DF X Vg,

Actividad (U /ml) = V x123
s X '

en la que: DF = factor de dilucién;

Vrm = volumen total de mezcla de reaccion (en pl)

VS = volumen de muestra diluida usada en la mezcla de reaccién (en pl)
1.2.9.2. Andlisis mediante HPLC con Superdex 200

Se cuantificaron la cantidad y el porcentaje relativo de la enzima uricasa nativa, asi como de los posibles
contaminantes, segun el perfil de elucién obtenido mediante HPLC usando una columna Superdex 200. Se
inyectaron en la columna muestras por duplicado de disolucion de uricasa. Se calcularon automaticamente las areas
de cada pico y el porcentaje de area total y se resumen en las tablas adyacentes.

1.2.10. Analisis mediante SDS-PAGE

Se separaron proteinas en muestras que contenian (R0 g de proteina/carril en geles de SDS-PAGE al 15%. Se
tifleron los geles resultantes con azul brillante de Coomassie.

1.3. RESULTADOS

En la tabla 1 y en la figura 1 se presentan los efectos del tratamiento con CPC (al 0,005 - 0,075%) (durante 1-
24 horas) sobre la actividad uricasa recuperada en el sobrenadante y su pureza. Antes del tratamiento con CPC (a
pH 10,3), la concentracién de proteina era de 1,95 mg/ml, y la actividad enzimatica especifica era de 3,4-4,67 U/mg.
Los resultados presentados en la figura 1B indican que dentro de cada periodo de incubacion, la concentracion de
proteina del sobrenadante disminuy6 al aumentar la concentracién de CPC. A menos del 0,04% de CPC, se observo
un efecto relativamente menor sobre la concentracion de proteina. CPC, en concentraciones del 0,04% al 0,075%,
pudo reducir la concentracion de proteina hasta aproximadamente el 50% de la concentracién original.

A diferencia de los efectos de CPC sobre la concentraciéon de proteina total, la actividad uricasa soluble total no se
vio influida significativamente por el aumento de la concentracién de CPC y el tiempo de incubacion (figura 1A).
Dentro de cada periodo de incubacion, la actividad enzimatica especifica (figura 1C) aumenté de manera sistematica
como una funcién de la concentracion de CPC dentro del intervalo del 0,04% - 0,075%. Este aumento fue un
resultado de la eliminacion especifica de proteinas distintas de uricasa. Puesto que la actividad enzimatica
especifica de la enzima purificada final era de aproximadamente 9 U/mg, la mayoria de las proteinas contaminantes
se eliminaron mediante la precipitacion con CPC. De hecho, los analisis mediante HPLC y SDS-PAGE realizados
apoyan esta conclusion.

TABLA 1. EFECTO DE LA EXPOSICION A CPC SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA Y LA PUREZA DE URICASA

Tiempo de [CPC] (%) Actividad uricasa [Proteina] (mg/ml) Actividad especifica de
incubacion (h) (U/ml) uricasa (U/mg)
1 0 (carga) 6,63 1,95 3,4
1 0,005 7,1 1,8 3,9
1 0,01 6,63 1,75 3,7
1 0,02 6,63 1,75 3,7
1 0,04 6,4 1,47 4,35
1 0,06 5,9 0,95 6,2
1 0,075 6,4 0,9 7,1
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Tiempo de [CPC] (%) Actividad uricasa [Proteina] (mg/ml) Actividad especifica de
incubacion (h) (U/ml) uricasa (U/mg)
4 0,005 8,61 1,7 5,06
4 0,01 8,36 1,66 5,04
4 0,02 8,36 1,6 5,04
4 0,04 7,38 1,32 5,59
4 0,06 6,4 0,9 7,1
4 0,075 6,9 0,82 8,4
24 0,005 8,8 1,9 4,66
24 0,01 7,9 1,9 4,14
24 0,02 7,9 1,9 4,14
24 0,04 7,3 1,5 4,9
24 0,06 6,9 0,97 7,1
24 0,075 6,6 0,9 7,4
24 0 (carga) 9,1 1,95 4,67

1.4 Confirmacién de la potenciacion mediante CPC de la pureza de uricasa

Se aislaron y se solubilizaron CI que contenian uricasa, tal como se describe en la seccién 1.3. Se analizaron
muestras del material soluble antes del tratamiento con CPC y tras la filtracion de la proteina precipitada con CPC.

1.4.1. Analisis mediante HPLC de proteinas distintas de uricasa tras el tratamiento con CPC al 0,075%

El analisis mediante HPLC de CI solubilizados indicé que el pico asociado con uricasa (tiempo de retencion (TR)
(25,5 minutos) comprende aproximadamente el 46% de la proteina de la muestra de Cl en bruto (figura 2A). Tras el
tratamiento con CPC, el pico asociado con uricasa aumentd hasta aproximadamente el 92% de la proteina (figura
2B), y estuvo acomparfiado por una reduccion significativa de los contaminantes que eluyen entre el TR de 15-22 min
(figura 2A). El area del pico de uricasa es aproximadamente el 70% de la de la figura 2A. Por tanto, estos resultados
indican una duplicacién de la pureza de uricasa que resulta de la eliminacion de proteinas distintas de uricasa tras el
tratamiento con CPC.

1.4.2. Efecto de CPC al 0,075% sobre la actividad enzimética

Los resultados (presentados en la tabla 2) indican que el equilibrio de masas de la actividad uricasa se mantuvo
durante el procedimiento de tratamiento. Se encontr6 que la exposicion a CPC precipitaba el 60% de todas las
proteinas en disolucién. Mas del 85% de la actividad enzimatica permanecia en disolucion, por tanto la eliminacion
de la proteina extrafia permitié un aumento en la actividad especifica del sobrenadante producido de mas del 110%.
Al igual que en la mayoria de los procedimientos de purificacion, permanecio en el sedimento parte de la actividad
deseada. En este caso, so6lo el 17,6% de la actividad original permanecié en el sedimento (y se extrajo usando
bicarbonato de sodio 50 mM (7 mSi, pH 10,3) para fines analiticos), que es una fraccion relativamente menor de la
cantidad total.
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TABLA 2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CPC SOBRE LA ACTIVIDAD URICASA

Muestra Actividad Actividad | [Proteina] Actividad Actividad
total (U) (U/ml) (mg/ml) especifica (U/mg) | recuperada (%)

Antes de CPC 490 4,9 2 2,46 100

Tras el tratamiento con CPC 418 4,18 0,8 5,2 85,3

Sedimento tras el 86 0,8 - - 17,6

tratamiento con CPC

1.4.3. Andlisis mediante SDS-PAGE tras el tratamiento con CPC al 0,075%

Se analizaron muestras de la uricasa en bruto, antes de la exposicion a CPC, y de las fracciones posteriores, tras la
separacion del material soluble e insoluble, tras el tratamiento con CPC, la separacion centrifuga de las fracciones y
la reconstitucion del sedimento obtenido tras la centrifugaciéon, que contenia cantidades iguales de proteina
mediante metodologia de SDS-PAGE. Los resultados (véase la figura 3) muestran la presencia de proteinas
contaminantes antes del tratamiento con CPC. Tras el tratamiento con CPC, el sedimento contenia la mayoria de las
proteinas contaminantes, mientras que el sobrenadante contenia uricasa que daba como resultado la Gnica banda
de proteina principal.

EJEMPLO 2. Efecto de CPC sobre la purificacion de anticuerpos de cadena sencilla (scFv)
2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Tampones

2.1.1.1. Tampon de disolucion de cuerpos de inclusion

El tampdn de disolucién contenia urea 6 M, Tris 50 mM, EDTA 1 mM y cisteina 0,1 M. Se ajusté el pH del tampon a
8,5.

2.1.1.2. Tampodn de plegamiento

El tampdn de plegamiento contenia urea 1 M, NaCl 0,25 mM, EDTA 1 mM vy cisteina 0,1 M. Se ajust6 el pH del
tampon a 10,0.

2.1.2. Expresion de anticuerpos scFv en bacterias

Se expresaron anticuerpos scFv (pl 8,9) en E. coli transformada con un vector que codifica para un scFv que tiene
cisteina-lisina-alanina-lisina en el extremo carboxilo tal como se describe en la publicacion PCT WO 02/059264.

2.1.3. Cultivo y recogida de bacterias productoras de anticuerpos scFv

Se cultivaron células bacterianas que contenian ScFv en medio minimo, a pH 7,2, y se complementaron con L-
arginina, concentracion final del 0,5%, durante el periodo de cinco horas antes de la induccién. Se indujo la
expresion de scFv mediante la limitacion de la cantidad de glucosa en el medio. Se recogieron células bacterianas
gue contenian ScFv del cultivo mediante ultrafiltracion.

2.1.4. Alteracion y recuperacion celular de cuerpos de inclusion

Se suspendié el sedimento celular recogido en tampon Tris 50 mM, pH 8,0 y EDTA 10 mM y se llevd hasta un
volumen final de aproximadamente 20 veces el peso celular seco (PCS). Se afiadi6 lisozima, a una concentracion de
2000-3000 unidades/ml, al sedimento suspendido mientras se mezclaba, entonces se incubd durante 16-20 horas, a
4°C.

Entonces se traté el lisado celular mediante mezclado de alta cizalladura y posteriormente mediante sonicacion. Se
recuperaron los cuerpos de inclusiéon que contenian anticuerpos scFv mediante centrifugacion a 10.000 x g. Se
diluyé el sedimento aproximadamente dieciséis veces con agua desionizada (p/p) y se centrifugdé para eliminar
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adicionalmente las impurezas. Se guardd el sedimento obtenido a partir de esta Ultima etapa de lavado para el
procesamiento adicional.

2.1.5. Disolucién y replegamiento

Se suspendié el sedimento enriquecido en Cl en tampén de disolucion de cuerpos de inclusién (véase
anteriormente), se incub6 durante 5 horas a temperatura ambiente y se replegé in vitro en una disolucién basada en
arginina/gutation oxidado. Tras el replegamiento, se dializé la proteina y se concentré6 mediante filtracion de flujo
tangencial frente a tampon que contenia urea/fosfato.

2.1.6. Tratamiento con CPC

Se afiadi6 disolucién de CPC al 10% a la mezcla de replegamiento de scFv hasta una concentracion final del 0,02%,
y tras 1-2 h de incubacién, a temperatura ambiente, se separ6 el precipitado por filtracion. El sobrenadante contenia
el anticuerpo scFv.

2.2. RESULTADOS
2.2.1. Efecto de la concentracion de CPC sobre el anticuerpo scFv recuperable

En la tabla 3 se presentan los efectos de CPC (a pH 7,5 6 10) sobre la pureza y la recuperacion de anticuerpo scFv.
Antes del tratamiento con CPC, la cantidad inicial de proteina en CI era de 73 mg, que contenia 15,87 mg de
anticuerpo scFv tal como se determiné por analisis mediante HPLC en Superdex 75. El tiempo de retencién (TR) de
los picos que contenian anticuerpo scFv fue de aproximadamente 20,6 minutos. Los resultados indican que la
recuperacion de proteina total disminuyd en general al aumentar la concentracion de CPC, y la recuperacion de
anticuerpo scFv permanecié >80% cuando la concentracion de CPC era <0,03%. Se logré una eliminacion de
proteina contaminante mas eficaz a pH 7,5 en relacién con la conseguida a pH 10. Por tanto, se logro la purificacion
del anticuerpo scFv mediante tratamiento con CPC a del 1,01 al 0,03%.

Tabla 3. Efecto del tratamiento con CPC sobre la recuperacion y la pureza de anticuerpo scFv

Tratamiento de ClI solubles Proteina total | scFv total mediante Factor de % de recuperacion de
(mg) HPLC (mg) purificacion scFv mediante HPLC

Control (antes de CPC) 73 15,87 100

CPC al 0,01% (pH 10) 64 15,66 1,13 98,68

CPC al 0,01% (pH 7,5) 50,76 14,97 1,36 94,33

CPC al 0,015% (pH 10) 54 14,49 1,23 91,30

CPC al 0,015% (pH 7,5) 39,96 14,22 1,64 89,60

CPC al 0,02% (pH 10) 43 13,35 1,43 84,12

CPC al 0,02% (pH 7,5) 37,8 13,02 1,58 82,04

CPC al 0,03% (pH 10) 35 11,12 1,46 70,07

CPC al 0,03% (pH 7,5) 37,8 12,47 1,52 78,58

2.3. CONFIRMACION DE LA POTENCIACION MEDIANTE CPC DE LA PUREZA DE ANTICUERPO SCFV
2.3.1. Analisis mediante HPLC de la recuperacion de scFv tras el tratamiento con CPC

El analisis mediante HPLC de proteina replegada indica que el pico asociado con anticuerpo scFv (tiempo de
retencién (TR) (20,6 minutos) comprendia aproximadamente el 22,7% de la proteina de la proteina total (figura 4B).
El cromatograma de la figura 4C indica que tras el tratamiento con CPC al 0,02%, el pico asociado con anticuerpo
scFv del sobrenadante comprendia aproximadamente el 75,9% de la proteina total inyectada, una purificacion de 3,3
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veces. Por tanto, el tratamiento con CPC eliminé impurezas proteicas de las disoluciones de anticuerpo scFv.
2.3.2. Analisis mediante SDS-PAGE sobre la recuperacion de scFv tras el tratamiento con CPC

Los resultados (véase la figura 5) indican que antes del tratamiento con CPC, la muestra contenia cantidades
significativas de un gran numero de proteinas. De manera similar, tras el tratamiento con CPC, el sedimento
contenia un gran namero de proteinas. Por el contrario, el sobrenadante tras el tratamiento con CPC contenia una
banda de proteina principal, la del anticuerpo scFv.

EJEMPLO 3. Efecto de CPC sobre la purificacion de interferén-beta recombinante

Se expreso interferén beta (IFN-beta, pl 8,5-8,9) en E. coli mediante métodos conocidos. Nagola, S. et al., Nature,
284:316 (1980); Goeddel, D. V. et al., Nature, 287:411 (1980); Yelverton, E. et al., Nuc Acid Res., 9:731 (1981);
Streuli, M. et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. (EE.UU.), 78:2848 (1981); solicitud de patente europea n.° 28033, publicada
el 6 de mayo de 1981; 321134, publicada el 15 de julio de 1981; 34307 publicada el 26 de agosto de 1981, y patente
belga n.° 837379, expedida el 1 de julio de 1981 describieron diversos métodos para la produccion de interferon-beta
empleando técnicas de ADN recombinante. Los procedimientos para la recuperacion y purificacion de IFN
producidos de manera bacteriana se describen en las patentes estadounidenses n.”® 4.450.103; 4.315.852;
4.343.735; y 4.343.736; y Derynck et al., Nature (1980) 287:193-197 y Scandella y Kornberg, Biochemistry, 10:4447
(1971). Se aislaron y se solubilizaron cuerpos de inclusién que contenian IFN-beta.

Se tratd la disolucion resultante con CPC. Los resultados mostrados en la figura 6 indican una disminucién
sustancial en el nivel de proteinas contaminantes presentes tras el tratamiento con CPC. La cantidad real de IFN-
beta (area bajo el pico) no cambié de manera apreciable tras el tratamiento con CPC.

La tabla 4 resume los efectos del tratamiento con CPC. La proteina total (Bradford) disminuyé en un 40%,
absorbancia de UV disminuyé en aproximadamente el 40% pero la cantidad de IFN-beta permanecié sin cambios.

a

TABLA 4.

Muestra y tratamiento Proteina | D.O Contenido en | Perfil de SEC
(mg/ml) Azgo IFNb (mg/ml)®

Control (tras plegamiento de proteina | 0,51 1,55 0,069 El pico de T.R. 13° min es
sin CPC, 1049-31) el 15% del area total
Prueba (tras plegamiento de proteina | 0,3 1,0 0,069 El pico de T.R. 13° min es
y tratamiento con CPC al 0,05%, el 7,34% del area total
1049-31)

# Cuantificado mediante columna Vydac C4

= perfil de SEC contenia varios picos. El pico que eluye a los 13 min (R.T. 13 min) se reduce con el
tratamiento con CPC y corresponde a la region en la que eluyen las proteinas de alto peso molecular y
variantes de las mismas

EJEMPLO 4. Efecto de CPC sobre la purificacion del inhibidor del factor Xa.

Se us6 CPC para purificar el inhibidor del factor Xa de sanguijuela. El inhibidor del factor Xa de sanguijuela (FXal, pl
8,4-9,1) puede producirse tal como se describe en la patente estadounidense n.° 6.211.341 y la publicaciéon de
patente internacional n.° WO 94/23735. Tras el aislamiento de cuerpos de inclusion (Cl) que contenian FXal, se
purifico el FXal de los ClI sustancialmente tal como se describe en el ejemplo 1. Tras la disolucién del sedimento con
Cl, se incubo la preparacion con disolucién de CPC al 10%. Entonces, se centrifugd la mezcla durante 15 minutos, a
12.000 x g. Se separaron el sedimento y el sobrenadante. Se suspendié el sedimento con tampon NaHCO3; 50 mM
hasta el volumen original. Se concentraron y se dializaron por separado el sedimento y el sobrenadante para
eliminar el CPC restante. Se sometieron a ensayo el contenido y la actividad de la proteina y se encontré que FXal
era el componente predominante en el sobrenadante y estaba sustancialmente ausente del sedimento. Los
resultados indican que el tratamiento con CPC potencié la eficacia de la recuperacion y la pureza del FXal
recuperado.

EJEMPLO 5. Purificacion de carboxipeptidasa B (CPB) mediante CPC
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Se solubilizaron cantidades idénticas de cuerpos de inclusién obtenidos a partir de un clon que expresaba CPB en
urea 8 M, pH 9,5 (control y prueba). Se describe la produccion de CPB en la publicacién de patente internacional n.°
WO 96/23064 y en la patente estadounidense n.° 5.948.668. Se traté la muestra de prueba con CPC al 0,11% y se
aclaré mediante filtracion antes del replegamiento. Se llevo a cabo el replegamiento de las muestras de control y
prueba diluyendo las disoluciones 1:8 en tamp6n de replegamiento. Tras el tratamiento con endoproteinasa durante
la noche a temperatura ambiente, se cargaron cantidades iguales de disoluciones de control y prueba en una
columna de DEAE-Sepharose. Se lavo la columna y se eluyd posteriormente la enzima activa con cloruro de sodio

60 mM en tamp6n Tris 20 mM pH 8.

Tabla 5.
Etapa de procedimiento Parametro Tratamiento
Control CPC al 0,11%
Disolucion en urea 8 M tras Aogp total 960 494
aclaramiento

Contenido en proteina (mg)* 490 272

pH 9,5 9,5
Actividad enzimatica (unidades) Inactiva (**) Inactiva (**)

Cromatografia posterior de 26,5 mg de Contenido en proteina (mg)* 5,67 8,41

proteina replegada (DEAE MP)
Actividad enzimatica (unidades) 258 4043
Actividad especifica (unidades/mg) 98 481

(**) Antes del replegamiento la proteina era inactiva

(*) Se llevé a cabo la determinacion de la proteina mediante el método de Bradford

Los resultados presentados en la tabla 5 muestran que la DO total en el material tratado con CPC disminuy6 en un
49,5% vy el contenido en proteina total se redujo en un 44,5%. Resulta interesante que la actividad enzimatica total
recuperada en la muestra tratada con CPC aumenté en un 79%, lo que sugiere que CPC eliminé un componente

que inhibia parcialmente la generacién de enzima activa.
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REIVINDICACIONES
1. Método para purificar una proteina diana que comprende

a. obtener una disoluciéon que comprende una mezcla de una proteina diana solubilizada y una o mas proteinas
contaminantes solubilizadas y un tamp6n alcalino, en el que la proteina diana tiene un punto isoeléctrico mayor de 7
y esta cargada positivamente a pH alcalino y la una o mas proteinas contaminantes tienen una carga polianionica;

b. poner en contacto la disoluciéon que comprende la mezcla de la proteina diana solubilizada y la una o mas
proteinas contaminantes solubilizadas con uno 0 mas tensioactivos catiénicos en una cantidad eficaz para precipitar
preferentemente la una o mas proteinas contaminantes, en el que el uno o mas tensioactivos catidnicos son un
compuesto de amonio anfipatico seleccionado del grupo que consiste en compuestos de amonio cuaternario de
férmula general QN*; compuestos de amonio primario con cadena de parafina de formula general RNHs"; y sales de
los mismos, aumentando de ese modo la proporciéon de proteinas que quedan en disolucion representadas por la
proteina diana; y

c. recuperar la proteina diana solubilizada.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto de amonio anfipatico se selecciona del grupo que
consiste en sales de cetilpiridinio, sales de estearamida-metilpiridinio, sales de laurilpiridinio, sales de cetilquinolinio,
sales de éster metilico del acido laurilaminopropiénico, sales metdlicas del acido laurilaminopropioénico, lauril dimetil
betaina, estearil dimetil betaina, lauril dihidroxietil betaina y sales de bencetonio, y opcionalmente ademas o bien

(i) en el que el compuesto de amonio anfipatico se selecciona de cloruro de hexadecilpiridinio, acetato de decualinio,
cloruro de hexadecilpiridinio, cloruro de cetiltrimetilamonio, cloruro de n-alquil-dimetil-bencilamonio mixto, cloruro de
cetilpiridinio, cloruro de N,N-dimetil-N-[2-[2-[4-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-fenoxi]etoxi]etil|bencenometanamonio, cloruro
de alquil-dimetilbencil-amonio y cloruro de dicloro-bencildimetil-alquilamonio, bromuro de tetradeciltrimetilamonio,
bromuro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de cetiltrimetilamonio, lauril dimetil betaina, estearil dimetil betaina y lauril
dihidroxietil betaina, o bien

(ii) en el que el compuesto de amonio anfipatico es una sal de cetilpiridinio, preferiblemente/opcionalmente una sal
de haluro, preferiblemente/opcionalmente cloruro de cetilpiridinio, en el que el compuesto de amonio anfipatico tiene
opcionalmente al menos una cadena alifatica que tiene 6-20 atomos de carbono, preferiblemente/opcionalmente 8-
18 atomos de carbono.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion comprende ademas uno o mas componentes celulares,
preferiblemente/opcionalmente

(i) derivados de un microorganismo, preferiblemente/opcionalmente bacterias, preferiblemente/opcionalmente E. coli,
o

(i) en el que el uno o mas componentes celulares son una o mas proteinas.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que la proteina diana es

(i) una proteina recombinante, preferiblemente/opcionalmente una enzima, o

(i) un anticuerpo, preferiblemente/opcionalmente un anticuerpo de cadena sencilla, o
(iii) un interferén, preferiblemente/opcionalmente un interferén-beta, o

(iv) se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo, una uricasa, un interferon-beta, un inhibidor del factor X,
una desoxirribonucleasa acida I, una elastasa, una lisozima, una papaina, una peroxidasa, una ribonucleasa
pancreatica, un tripsindgeno, una tripsina, un citocromo ¢, una erabutoxina, enterotoxina C1 de Staphilococcus
aureus, un interferébn y una monoaminooxidasa A, en el que la proteina diana es preferiblemente una uricasa,
preferiblemente/opcionalmente una uricasa de mamifero, y preferiblemente/opcionalmente una uricasa porcina.

5. Método segun la reivindicacién 1, en el que el uno o mas tensioactivos catiénicos se afiaden a una concentracién
de desde el 0,001% hasta el 5,0%, preferiblemente/opcionalmente desde el 0,01% hasta el 0,5% y mas
preferiblemente/opcionalmente desde el 0,03% hasta el 0,2%.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que la puesta en contacto se realiza durante desde 5 minutos hasta 48
horas, preferiblemente/opcionalmente, desde 10 minutos hasta 24 horas, o se realiza a una temperatura de desde
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4°C hasta 36°C preferiblemente/opcionalmente desde 4°C hasta 26°C.

7. Método segun la reivindicacién 1, en el que la disolucién esta sustancialmente libre de

(i) polianiones, o

(ii) soportes sélidos, o

(iii) agregados de las proteinas contaminantes con otras moléculas,

o

(iv) polianiones, soportes sélidos y agregados de las proteinas contaminantes con otras moléculas.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tensioactivo catiénico es una sal de
cetilpiridinio, preferiblemente/opcionalmente cloruro de cetilpiridinio.

9. Método de aumento del porcentaje de una proteina diana en una disolucion de proteinas que comprende las
etapas de:

a. obtener una disoluciéon de una pluralidad de proteinas, en el que las proteinas en disolucion comprenden la
proteina diana, una o mas proteinas contaminantes y un tampén alcalino, y la proteina diana comprende un primer
porcentaje en peso de la proteina total en la disolucion, en el que la proteina diana tiene un punto isoeléctrico mayor
de 7 y esta cargada positivamente a pH alcalino y la una o mas proteinas contaminantes tienen una carga
polianidnica; y

b. poner en contacto la disolucién con uno 0 mas tensioactivos catidnicos en una cantidad eficaz para precipitar
preferentemente las proteinas contaminantes, en el que el uno o0 mas tensioactivos catiénicos es un compuesto de
amonio anfipatico seleccionado del grupo que consiste en compuestos de amonio cuaternario de formula general
QN"; compuestos de amonio primario con cadena de parafina de férmula general RNHs"; y sales de los mismos;

en el que la proteina diana en la disolucién de la etapa (b) comprende un segundo porcentaje en peso de la proteina
total, y el segundo porcentaje es mayor que el primer porcentaje.

18



ES 2 532 804 T3

FIG. 1A

endl==d b

——1h
II‘II_d_h
—k—24h
| —e—1h
-~@--4h
—&—124h
—e—1h
——24 h

SLO'D SLOD CLOO
i s o E e
900 = oo = 90°0
L [ ] * =8 -
[+ 8 : (]
P00 g wo g $0°0
L - 5 !
{ —
o 200 m 00 m i
" L ] - E i
x4 100 e g 100
. i £ i 5 .
S00°0 5000 5000
(efiseo) g (ebized) (eBiea) o
S ® VT N O ot St Sl T e w w ¢ & o
{lwyn) (/B euajosd {Bwyn) eseapn ap

ESEILN PEPIANDY 4p UgjaBuaIu0Y] ealyiaadsa pepianoy

FIG. 1B
FIG. 1C

Concentracion de CPC (%)
19



ES 2 532 804 T3

044 15.01:15.49 )e s
0.124 ’
0.10+
Intensidad (AU) 0.08-
0.06+ =]
0.04+ £
0.024 A
0.00
I I I I 1 I T L] I [ T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
o Tiempo de retencion (min)
N.° TR  Area Altura  Conol Cl
1 15.01 2358734 63671 15788 FWD
2 1510 315443 B3515 2111 FWD
3 1518 436417 62665 2,921 FWD
4 15.30 285062 62077 1.908 FWD
5 1545 434310 62122  2.907 FWD
6 1549 2800622 62094 18746 FWD
7 21.80 1375688 10369 9.208 FWD
8 25.53 6933862 70529 46411  FWD
14940138 457042  100.000
0.10-
0.08
Intensidad (AU) 0.06+ g
0.04- 3 =)
0.02+ S
0.00 l“

1 I I ] | O L 1 L] L 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tiempo de retencion (min)
2 TR Area Altura  Conol Cl

N
1 15.34 48627 580 0.942 FWD
2 2180 377386 3941 7.315 FWD
3 2550 4733378 56069 81,743 FWD

5168401 60580 100.000

20



ES 2 532 804 T3

FIG. 3
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FIG. 4A
Y1=20.572
0.060
0.050 '_I*
. 0.040
AU 0.030 -
0.020 -
0.010
0.000 r‘J L -
I ] I L}
0.00 I 10.00 ’ 20.00 i 30.00 ] 40.00 I
5.00 15.00 25.00 35.00 45.00
Minutos
Nombre de pico TR Area 3 de drea
1 Y1 20.572 | 4118280 1100.00
FIG. 4B

0.00 | 10.00 | 20.00 | 30.00 | 40.00 |
500 1500 2500 3500 4500
Minutos

TR firea % de drea

1113.400 | 2538259 | 77.31
2120553 | 745048 | 22.69

22



ES 2532804 T3

0.050
0.040 o
o =
AU 0.030 X
0.020 — o 30
0.010 ——‘%EJU \
0.000 - P
= ] I I
000 | 10.00 | 2000 | 3000 | 4000
500 1500 25.00 35.00 45.00
Minutos
Nombre de pica| TR Area  [% de area
1 13.498 | 304554 | 2177
16.867 | 42019 | 2.32 _
3 Y1 20.691 | 1375981 | 15.91

23




FIG. 6A
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FIG. 6B
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