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DESCRIPCION
Método para purificar albimina sérica humana a partir de grano de arroz transgénico.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia, y mas particularmente a un método para aislar y
purificar albimina sérica humana recombinante (rHSA) a partir de grano de arroz transgénico a gran escala.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La albumina sérica humana (HSA) es una proteina no glicosilada de cadena sencilla que consiste en
585 aminoacidos, que tienen un peso molecular de 66,5 kD y un punto isoeléctrico entre 4,7-4,9. Es la proteina mas
abundante en el plasma sanguineo humano, constituyendo aproximadamente el 60 % de las proteinas plasmaticas
totales. Hay aproximadamente 40 g de HSA por litro de sangre humana. Ademas de estar presente en el plasma, la
HSA también se encuentra en tejidos y secreciones corporales, pieles y cavidades linfaticas. En condiciones
fisiolégicas normales, la HSA tiene el efecto de mantener la presion coloidosmética del plasma, nutrir, acelerar la
concrescencia de heridas, y como vehiculo, participar en el transporte de muchas moléculas biolégicas hidréfobas,
tales como hormonas, sustancias biolégicas activas y farmacos en la sangre. Por lo tanto, la HSA es una proteina
médica importante que se usa principalmente de manera clinica para el tratamiento de la hipoproteinemia causada
por la pérdida de sangre, quemaduras, escaldaduras, cirugia plastica y lesién cerebral, asi como para el tratamiento
de la cirrosis hepatica, la hidronefrosis, etc.

En la actualidad, la HSA para el uso clinico se prepara principalmente mediante la extraccién y el aislamiento de
plasma humano. Sin embargo, este planteamiento de preparacion tiene las siguientes desventajas: por un lado, la
fuente de plasma es insuficiente, es decir el suministro de sangre limitado es incapaz de satisfacer las demandas de
producciéon de HSA y las preparaciones relevantes de la misma; por otro lado, la propia sangre puede ser
potencialmente un factor de riesgo, por ejemplo puede contener patdgenos infecciosos peligrosos como el virus de la
hepatitis, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), etc., lo que causa enormemente preocupaciones acerca de
la aplicacion de HSA extraida de plasma. Por lo tanto, es urgente desarrollar un proceso alternativo para producir
HSA.

Con el desarrollo de técnicas modernas de ADN recombinante y de sintesis, los investigadores toman un profundo
interés en la produccién y la aplicacion de albumina sérica humana recombinante (rHSA). Hasta ahora, se han
estado usando experimentalmente diversos sistemas de expresion para la produccion en masa de rHSA. Por
ejemplo, procariotas como el colibacilo (Latta, M. y col., Bio/Technology, 5: 1309-1314, (1987)), el bacillus subtilis
(Saunders, C. W. y col., J. Bacteriol. 169: 2917-2925, (1987)), eucariotas tales como levaduras (documentos WO
00/44772, EP0683233A2, US 5612196) y también se ha usado el cultivo de células animales para la produccion de
rHSA. Sin embargo, tales planteamientos anteriores no son adecuados para la produccion industrializada debido al
bajo nivel de expresién o bien al alto coste de produccion.

La solicitud de patente china n.° 200510019084.4 de los presentes inventores desvela un procedimiento para
producir rHSA usando células del endospermo del arroz como biorreactor, que comprende: usar promotores y
péptidos sefial expresados especificamente en el endospermo del arroz para mediar la entrada de rHSA en el
sistema de endomembranas de las células del endospermo del arroz y almacenar la rHSA en los cuerpos proteicos
del endospermo del arroz, permitiendo de ese modo que se acumule rHSA extensamente en el grano de arroz y
alcance un mayor nivel de expresion finalmente. El nivel de expresion de la rHSA obtenida es al menos superior al
0,3 % en base al peso del grano de arroz. El procedimiento tiene las ventajas del alto nivel de expresion y el bajo
coste, por lo que proporciona la posibilidad de desarrollar una estrategia novedosa para la produccion de farmacos
proteicos.

La rHSA producida mediante cualquier sistema de expresion debe purificarse antes de introducirse en el mercado.
La técnica de purificacién puede afectar a la calidad del producto, asi como al coste de produccion. El coste del
proceso de purificacién constituye aproximadamente el 80~90 % del coste de produccién total. En la actualidad, no
existe ningun proceso de purificacion para separar y purificar la rHSA del grano de arroz. Por lo tanto, es
técnicamente dificil y arriesgado econémicamente desarrollar un proceso de purificacion sencillo y rentable para
purificar la rHSA del grano de arroz.
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El documento US 2008/0274501 describe un método para la purificacion de proteinas acidas expresadas en células
de tabaco por interaccién hidréfoba y cromatografia de hidroxiapatita ceramica, y el documento US 2008/0274501
desvela la purificacion de beta-glucuronidasa recombinante (rGUS). EI documento WO 2004/099405 describe la
expresion y purificacion de proteinas sanguineas y desvela cdmo expresar proteina recombinante en grano de arroz
y la extraccion de proteinas y la concentracion por diafiltracion.

En la actualidad, se han indicado técnicas para extraer rHSA de levadura y células de suspension vegetales. Por
ejemplo, la solicitud de patente China CN101768206A desveld un proceso para purificar rHSA expresada en Pichia
pastoris, que comprende: filtrar el caldo de fermentacion de rHSA con una membrana ceramica, y posteriormente
someter el filtrado a cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia hidréfoba y cromatografia de intercambio
aniénico débil para obtener rHSA purificada. Sin embargo, debido a las diferencias sustanciales de las impurezas
entre el grano de arroz, la levadura y las células de suspensién vegetales, esta técnica anterior no puede usarse
directamente para separar y purificar la rHSA del grano de arroz. Por lo tanto, es deseable desarrollar un proceso
sencillo y eficaz para separar y purificar rHSA del grano de arroz para producir rHSA con un alto rendimiento y alta
pureza, lo que proporcionara una base para una futura produccion industrializada.

RESUMEN DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion es proporcionar un método para separar y purificar albimina sérica humana
recombinante (rHSA) a partir de grano de arroz a gran escala.

Para conseguir el objeto anterior, la presente invencién proporciona la siguiente solucion técnica: Un método para
separar y purificar albimina sérica humana recombinante a partir de grano de arroz, que comprende
secuencialmente las etapas de:

1) someter el extracto en bruto de albimina sérica humana recombinante a cromatografia de intercambio catiénico
para obtener el producto primario I;

2) someter el producto primario | a cromatografia de intercambio anionico para obtener el producto secundario II;

3) someter el producto secundario Il a cromatografia hidr6foba para obtener albimina sérica humana recombinante
purificada;

donde el método comprende adicionalmente una etapa de someter el producto secundario Il a cromatografia de
hidroxiapatita cerdmica antes de la cromatografia hidréfoba de la etapa 3).

En la etapa 1), la cromatografia de intercambio catiénico puede realizarse en una resina de cromatografia catidnica
fuerte como medio de cromatografia, que se selecciona del grupo que consiste en UNO Sphere S, Nuvia S, Capto
MMC, MacroPrep-CM. Se prefiere UNO Sphere S o Capto MMC.

La cromatografia de intercambio catiénico puede emplear una elucion en gradiente de pH o una elucion en gradiente
de concentracion de NaCl. Se prefiere la elucion en gradiente de pH.

En una realizacién, el tampon de elucion para la cromatografia de intercambio cationico comprende un tampon
acetato, cloruro sédico 0,25 M, con un pH de 5,2.

En la etapa 2), la cromatografia de intercambio aniénico puede realizarse sobre una resina de cromatografia
aniénica fuerte como medio cromatografico, que se selecciona del grupo que consiste en UNOsphere Q, Q
Sepharose FF y DEAE sepharose FF. Se prefiere Q Sepharose FF.

En una realizacién, el tampdn de elucién para la cromatografia de intercambio aniénico comprende un tampon
fosfato, cloruro sédico 0,2 M, con un pH de 7,5.

En la etapa 3), la cromatografia hidréfoba puede realizarse en un medio cromatografico seleccionado del grupo que
consiste en Fenil sepharose HP, Fenil sepharose FF, macro-prep t-butilo y macro-prep metilo. Se prefiere Fenil
sepharose HP.

El eluato que comprende la proteina diana de la columna de cromatografia hidréfoba puede prepararse en un
producto finalizado mediante técnicas conocidas, tal como concentracion por ultra-filtracion vy liofilizacién.

Adicionalmente, el método puede comprender una etapa de someter el producto secundario Il a cromatografia de
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hidroxiapatita ceramica Macro-prep antes de la cromatografia hidrofoba de dicha etapa 3). Es decir, en tal
realizacién, el producto secundario que contiene la proteina diana se somete a cromatografia de hidroxiapatita
ceramica Macro-prep como la etapa 3) y después cromatografia hidréfoba para obtener la proteina diana purificada
como la etapa 4).

La cromatografia de hidroxiapatita ceramica puede realizarse en un medio cromatografico seleccionado del grupo
gue consiste en hidroxiapatita ceramica de Tipo | Macro-prep e hidroxiapatita ceramica de Tipo Il Macro-prep. Se
prefiere hidroxiapatita ceramica de Tipo | Macro-prep.

En una realizacion, el tampén de carga empleado en la cromatografia de intercambio catiénico comprende un
tampon acetato, con un pH por debajo de 5,0; y el tampdn de elucion para eluir la proteina diana empleada en la
cromatografia de intercambio catiénico puede comprender un tampén acetato y cloruro sédico, o un tampén fosfato y
cloruro sédico, con un pH de 5,0~6,7. Preferiblemente, la concentraciéon de cloruro sédico es 0,25 M y el pH del
tampon de elucion es 5,2.

En una realizacién, la cromatografia de intercambio catiénico se realiza en UNO Sphere S o Capto MMC, y se
emplea el tampo6n de elucién que comprende un tampén acetato, cloruro sddico 0,25 M, con un pH de 5,2 0 6,7.

En una realizacion, la cromatografia de intercambio cationico se realiza en nuvia S como medio cromatografico, y se
emplea un tampén de elucién que comprende un tampdn acetato, cloruro sédico 0,25 M, con un pH de 5,0 0 5,2.

En una realizacion, la cromatografia de intercambio catiénico se realiza en Capto MMC como medio cromatogréfico,
y se emplea un tampon de lavado que comprende un tampén acetato, cloruro sédico 1 M, con un pH de 4,7 para
eliminar las impurezas; y se emplea un tampén de elucién que comprende un tampdén fosfato, cloruro sodico 1 M,
con un pH de 6,7 para eluir la proteina diana.

En una realizacion, la cromatografia de intercambio catidnico se realiza en MacroPrep-CM como medio
cromatografico, y se emplea un tampon de lavado que comprende un tampon acetato, cloruro sédico 1 M, con un pH
de 4,7 para eliminar las impurezas; y se emplea un tampén de elucion que comprende un tampon fosfato, cloruro
sédico 0,1 M, con un pH de 6,5 para eluir la proteina diana.

En una realizacion, la cromatografia de intercambio ani6nico se realiza en Q Sepharose FF como medio
cromatografico, y se emplea un tampén de elucion que comprende un tampén fosfato, cloruro sédico 0,25 M con un
pH de 6,0~7,0.

En una realizacién, la cromatografia de intercambio aniénico se realiza en DEAE sepharose FF como medio
cromatografico, y se emplea un tampon de lavado que comprende un tampdn fosfato, cloruro sédico 0,1 M con un
pH de 6,0~7,0 para eliminar las impurezas; y se emplea un tampon de elucién que comprende un tampon fosfato,
cloruro sédico 0,25 M con un pH de 6,0~7,0 para eluir la proteina diana.

En una realizacion, la fraccibn que contiene rHSA a purificar por cromatografia hidréfoba puede comprender
adicionalmente sulfato de amoniaco. La concentracion de sulfato de amoniaco puede serde 0,1 Ma 1 M.

En una realizacion, la cromatografia hidréfoba se realiza en Fenil sepharose HP como medio cromatografico, y la
concentracion de sulfato de amoniaco en la fraccion que contiene rHSA a purificar es 0,4 M.

En una realizacion, la cromatografia hidr6foba se realiza en Fenil sepharose FF como medio cromatografico, y la
concentracion de sulfato de amoniaco en la fraccion que contiene rHSA a purificar es 0,1 M.

En una realizacion, la cromatografia hidréfoba se realiza en MacroPrep-t-Butilo como medio cromatografico, y la
concentracion de sulfato de amoniaco en la fraccion que contiene rHSA a purificar es de 0,6 M a 1,0 M.

En una realizacion, la cromatografia de hidroxiapatita ceramica Macro-prep emplea un tampén de elucion que
comprende un tampén fosfato con un pH de 7,0~7,5 para eluir la proteina diana.

Dicha rHSA de la presente invencién puede prepararse usando células de endospermo de arroz como biorreactor,
que se desvela en la solicitud de patente China n.° 200510019084.4, presentada por el presente Solicitante. La rHSA
expresada en el arroz transgénico puede extraerse mediante el método desvelado en la solicitud de patente China
n.° 201010597544.2, presentada por el presente Solicitante, que comprende preferiblemente las etapas de:
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i) mezclar arroz transgénico molido que contiene rHSA con un tampén de extraccion en una relacién p/v (kg/l) de 1:5,
seguido de la extraccién durante 1~1,5 horas a 55~60 °C para obtener una mezcla I; el tampon de extraccion
comprende un tampon fosfato 10~30 mM, acetato sédico 10~20 mM, sulfato de amoniaco 15~30 mM y caprilato
sédico 5~20 mM, con un pH de 6,5~8;

i) ajustar el pH de la mezcla | de la etapa i) a 4,0~4,5 y precipitandola durante 3~12 horas para obtener la mezcla Il;
iii) filtrar la mezcla Il de la etapa ii) para eliminar los almidones o proteinas no diana, y después recoger el filtrado
para obtener un extracto en bruto que contiene una alta concentracion de rHSA.

En una realizacion, dicha filtracion comprende las etapas de filtrar por filtracién a presiéon con un filtro prensa de
placas y marcos de tipo tela filtrante, después filtrar por microfiltracién con una membrana de fibras huecas de
polietersulfona. La membrana de fibras huecas tiene un tamafio de poro de 0,20 um~0,45 um, preferiblemente
0,22 pm.

Las soluciones técnicas de acuerdo con la presente invencion tienen las siguientes ventajas:

1. Con respecto a un contenido relativamente alto de pigmentos y polisacaridos en el grano de arroz, se usa
cromatografia de intercambio catiénico como la primera etapa en la presente invencion para mejorar de forma eficaz
la capacidad de carga para capturar o unirse a rHSA, que aumenta la eficiencia cromatografica. Por el contrario, si
se usa cromatografia de intercambio aniénico como la primera etapa, la capacidad de carga para capturar rHSA es
Unicamente aproximadamente el 20 % de la capacidad tedrica. Mientras tanto, tanto UNO Sphere S como Capto-
MMC tienen caracteres de excelente estabilidad y una larga vida util en hidroxido sédico, lo que alarga el periodo de
depreciacion del medio cromatogréfico y simplifica la operacion de higienizacién en la presente invencién, y
finalmente reduce el coste del producto diana.

2. Se usa cromatografia de intercambio aniénico como la segunda etapa en la presente invencion. Después de
optimizar las condiciones de elucion, puede eliminarse por encima del 80 % de las proteinas no diana en el grano de
arroz, eliminando asi de forma eficaz las proteinas no diana y recuperando la rHSA. Dado que los pigmentos y
polisacaridos se han eliminado del grano de arroz en la primera etapa por cromatografia de intercambio catiénico, su
influencia sobre la capacidad de carga y la eficiencia de la purificacion en la cromatografia de intercambio aniénico
se ha eliminado.

3. Se usa cromatografia de hidroxiapatita cerdmica Macro-prep como la tercera etapa en la presente invencién para
eliminar el dimero y los polimeros debido a que muchos de los dimeros o polimeros pueden causar alergia al usar
rHSA como medicina de inyeccién. Esta etapa mejora notablemente la pureza, lo que satisface el requisito de alta
pureza para aplicacion clinica o més.

4. Se usa cromatografia hidr6foba como la etapa final en la presente invencion. Después del procedimiento
cromatografico de tres etapas, la pureza de HPLC del producto diana puede alcanzar aproximadamente el 99,0 %.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones obtenidas a partir de cromatografia de intercambio cationico
realizada en diferentes medios cromatograficos como purificacion primaria, donde A: medio UNOsphere S, B: medio
Nuvia S, C: medio Capto MMC y D: medio MacroPrep-CM.

La figura 2 muestra un diagrama comparativo de la capacidad de carga (volumen) para el extracto de rHSA entre
medio Nuvia S y medio UNO Sphere S a diferente caudal (300 cm/h, 600 cm/h).

La figura 3 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anionico
realizada en diferentes medios cromatograficos como purificacion primaria, donde A: medio UNO Sphere Q, B:
medio Q Sepharose FF.

La figura 4 es un grafico de cambio que muestra la capacidad de carga para el extracto de rHSA del medio Q
Sepharose FF y el contenido de polisacaridos en el extracto de rHSA antes o después de la didlisis.

La figura 5 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anionico
realizada en diferentes medios cromatograficos como purificacién secundaria, donde A: medio Q Sepharose FF, B:
medio DEAE sepharose FF.

La figura 6 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones obtenidas por cromatografia hidréfoba realizada en
diferentes medios cromatograficos como purificacién final, donde A: medio Fenil Sepharose HP, B: medio Fenil
Sepharose FF, C: medio Macro Prep-t-Butilo.

La figura 7 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones de eluato obtenidas sometiendo secuencialmente extracto
de rHSA en bruto a cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia
hidr6foba, realizadas en UNOsphere S(A), Q Sepharose FF(B) y Fenil Sepharose HP(C) como medio
cromatografico, respectivamente.
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La figura 8 es un cromatograma de HPLC del producto de rHSA purificada (HPLC-SEC) obtenido de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion.

La figura 9 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones de eluato obtenidas realizando cromatografia de
hidroxiapatita ceramica en medio de hidroxiapatita ceramica de Tipo | Macro-prep.

La figura 10 es un cromatograma de HPLC del producto de rHSA purificada obtenido de acuerdo con otra realizacion
de la presente invencion.

La figura 11 es una imagen de SDS-PAGE de fracciones de eluato obtenidas realizando secuencialmente
cromatografia de hidroxiapatita ceramica en medio de hidroxiapatita ceramica de Tipo |l Macro-prep y cromatografia
hidr6foba en medio Fenil Sepharose HP.

La figura 12 es un cromatograma de HPLC del producto de rHSA purificada obtenido de acuerdo con otra realizacion
de la presente invencion.

En las figuras anteriores, S: muestra de carga, FT: fluido de transmisién, Elu: el eluato que contiene rHSA, Elu 1:
eluato de proteina no diana, Elu 2: eluato de rHSA, CIP: fraccién de limpieza in situ.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las caracteristicas y ventajas de la presente invencién se pueden entender mas aln por los siguientes ejemplos.
Los ejemplos son sélo ilustrativos y no deberian interpretarse como que limitantes de la invencién de ningtin modo.

Seleccion del medio cromatogréfico y condiciones de elucion en cromatografia de intercambio catidénico

La presente invencién define el medio cromatografico de una resina de intercambio catidbnico como poseedor de un
alto caudal de trabajo, incluyendo UNO Sphere S, Nuvia S, Capto MMC y etc. fabricado por Bio-RAD.

Se descubre mediante experimentos que cada uno de Capto MMC, Nuvia S y UNO Sphere S puede usarse para la
purificacién de rHSA. Capto MMC tiene el mejor efecto en la purificacién de proteinas, seguido de UNO Sphere Sy
Nuvia S. No hay ninguna diferencia significativa entre los efectos en la purificacion de proteinas de Nuvia S y UNO
Sphere S. Sin embargo, en las mismas condiciones de caudal de trabajo, la capacidad de carga de UNO Sphere S
es 1,5 veces mayor que la de Capto MMC; UNO Sphere S tiene un mismo caudal de trabajo que Capto MMC; UNO
Sphere S tiene excelente estabilidad incluso en alta concentracion de hidroxido sédico y tiene un mejor proceso de
limpieza, una vida Util operativa mayor y mejor coste en comparacion con Capto MMC.

Nuvia S y UNO Sphere S tienen propiedades similares, pero se diferencian en la extensién de los ligandos y los
tamanos de particula de la matriz. En su caudal operativo 6ptimo respectivo, la capacidad de carga de Nuvia S es
1,4 veces mayor que la de UNO Sphere S; sin embargo, el caudal de trabajo de Nuvia S es aproximadamente la
mitad que el de UNO Sphere S. En su lugar, UNO Sphere S tiene mayor capacidad de carga que Nuvia S al mismo
caudal, y ambos tienen una capacidad de purificacién casi equivalente.

En vista de los diversos factores, UNO Sphere S se usa preferiblemente como medio cromatografico para la
cromatografia de intercambio catiénico.

El extracto que contiene rHSA se carga en un relleno de columna UNO Sphere S a un pH relativamente bajo (pH =
4,4) para asegurar que la rHSA puede absorberse completamente en el medio, y después se eluye por tampones de
eluciéon en gradiente de pH y tampones de elucion en gradiente de NaCl respectivamente para aprender las
condiciones de elucién basicas.

Los resultados sugieren que en la elucidn en gradiente de pH, la rHSA absorbida en la columna UNO Sphere S se
desorbe ligeramente cuando el pH del tampdn de elucién esta por encima de 5,5, indicando que el pH del tamp6n de
carga no debe ser mayor de 5,5; cuando el pH del tampdn de elucion es 5,68, la rHSA se desorbe completamente de
la columna. Por lo tanto, la rHSA en la columna UNO Sphere S es muy sensible a la elucién en gradiente de pH.

En la elucién en gradiente de concentracion de NacCl, la proteina diana rHSA se desorbe cuando el gradiente de
concentracién es cloruro sédico 1 M del 35 % al 60 % (NaCl), indicando asi que la rHSA en la columna UNO Sphere
S no es sensible a la elucion en gradiente de concentracion de NaCl. Los resultados demuestran que tanto el
gradiente de pH como el gradiente de NaCl pueden usarse para eluir la rHSA. Sin embargo, el gradiente de pH eluye
la rHSA con mas sensibilidad y menor volumen de tampon de eluciéon. Por el contrario, el gradiente de NaCl no
puede eluir facilmente la rHSA, y requiere una alta concentracion de NaCl y un mayor volumen de tampon de
elucion.
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Considerando la eficiencia de la purificacion y la tasa de recuperacion, el tampdén de elucién preferido es un tampén
fosfato (pH 5,2) que contiene NaCl 0,25 M.

Seleccion del medio cromatografico y condiciones de elucién para la cromatografia de intercambio aniénico

Al igual que una resina de intercambio catidnico, también puede usarse una resina de intercambio aniénico para la
purificacién de rHSA. La presente invencion define el medio cromatografico de una resina de intercambio aniénico
como poseedor de un alto caudal y una alta capacidad de carga, que incluye UNOsphere Q, Q Sepharose FF, DEAE
sepharose FF y etc.

Se descubre mediante experimentos que cada uno de UNOsphere Q, Q Sepharose FF y DEAE sepharose FF puede
usarse para la purificacién de rHSA. UNOsphere Q tiene un caudal mas rapido que Q Sepharose FF, pero Q
Sepharose FF tiene una mejor eficiencia de purificacion que UNOsphere Q; mientras que DEAE Sepharose FF tiene
una similar eficiencia de purificacion, pero un caudal menor en comparacion con Q Sepharose FF.

Como se ha descrito anteriormente, como un medio cromatografico para cromatografia de intercambio catiénico,
UNO-sphere S tiene una capacidad de purificacion ligeramente mas deficiente que Capto MMC. Sin embargo, se
demuestra mediante experimentos que este efecto adverso puede eliminarse mediante la mejora de la capacidad de
purificacién sistematica. UNO-sphere S no causara efectos adversos sobre la posterior cromatografia de intercambio
aniénico. En una realizacion preferida, se usa preferiblemente Q sepharose FF como el medio cromatografico para la
cromatografia de intercambio aniénico y el tampo6n de elucion para eluir la proteina diana comprende un tampén
fosfato y NaCl 0,2 M, con un pH de 6,8.

Determinacién del orden de la cromatografia de intercambio aniénico y catiénico

Puede usarse tanto cromatografia de intercambio aniénico como catiénico como la purificacién primaria de rHSA, sin
embargo, se descubre mediante experimentos que cuando se usa resina de intercambio anidnico Q Sepharose FF
en la etapa de purificacion primaria, su capacidad de carga es bastante menor que la capacidad teérica. Esto puede
asociarse a los polisacéaridos y acidos nucleicos solubles presentes en gran medida en el grano de arroz. Dado que
los polisacaridos y acidos nucleicos solubles contienen cargas negativas, pueden unirse a Q Sepharose FF para
reducir su capacidad de carga. Se demuestra mediante experimentos que el contenido de los polisacaridos solubles
en el extracto de rHSA puede reducirse por dialisis, aumentando asi la capacidad de carga de Q Sepharose FF.

Por el contrario, el medio de cromatografia de intercambio cationico, tal como UNO sphere S, Nuvia S 'y Capto MMC
no se une a los polisacaridos o acidos nucleicos solubles, lo que evita causar un descenso en la capacidad de carga.
Por lo tanto, la cromatografia de intercambio catiénico se determina como la purificacion primaria y la cromatografia
de intercambio anionico se determina como la purificacién secundaria en la presente invencion.

Seleccién del medio cromatografico para cromatografia hidréfoba

La presente invencion emplea diversos medios de cromatografia hidr6foba con propiedades similares para la etapa
de purificacidn, incluyendo Fenil sepharose HP, Fenil sepharose FF (LS), macro-prep t-butilo y macro-prep metilo.

Fenil sepharose HP tiene una fuerte propiedad hidr6foba y excelente capacidad de purificacién. La capacidad de
eliminar la mayor parte de las proteinas no diana y otras impurezas del extracto en bruto es critica para la eficiencia
de la purificacion; sin embargo, existen algunos inconvenientes en la aplicacion de este medio cromatografico debido
a su fino tamafio de particulas, bajo causal y modo de trabajo especial.

En comparacion con Fenil sepharose HP, Fenil sepharose FF (LS) tiene el mismo ligando y matriz, pero diferente
diametro de la matriz esférica y diferente densidad del ligando. El tamafio de particula medio de la matriz de Fenil
sepharose FF (LS) es 3 veces mayor que el de Fenil sepharose HP, y, por lo tanto, el primer o tiene un mayor caudal
de trabajo. Al usarse en la produccién de rHSA, puede acortar el periodo de produccion. MacroPrep-Butilo tiene una
hidrofobicidad mas débil que tanto Fenil sepharose FF como Fenil sepharose HP, mientras que Macro-prep metilo
tiene una hidrofobicidad incluso mas débil que MacroPrep-Buitilo.

Fenil sepharose FF se realiza de forma experimental en el mismo modo de trabajo que Fenil sepharose HP para

recoger el fluido de transmisién. En la seleccién de la concentraciéon de sal en la muestra de carga, cuando la
muestra se carga con un tampén de equilibrio (PB 25 mM, (NH4)2SO4 0,5 M, pH 6,8) y se eluye con agua al 100 %,
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se descubre que mas del 50 % de la rHSA se queda en la columna. Como resultado, la concentracion de sal del
tampon de equilibrio debe reducirse.

Las muestras filtradas por columna UNO sphere S y Q sepharose FF se afiaden con sulfato de amoniaco para
ajustar la concentracion de sulfato de amoniaco a 0,2 My 0,1 M, respectivamente antes de la carga en una columna
Fenil sepharose FF (LS). El fluido de transmision y el eluato de agua pura se recogen para realizar la deteccion
SDS-PAGE. Los resultados muestran que Fenil sepharose FF (LS) tiene una hidrofobicidad mas fuerte que Fenil
sepharose HP y tiene mejor efecto para eliminar las proteinas no diana en la muestra incluso cuando la
concentracién de sulfato de amoniaco en la muestra de carga es tan baja como 0,1 M. El producto obtenido por Fenil
sepharose FF (LS) tiene una pureza del 93,5 %. Sin embargo, aun el 30 % de la rHSA se pierde en la columna Fenil
sepharose FF (LS). El experimento anterior se realiza usando cloruro sédico en lugar de sulfato de amonio, y se
obtienen resultados similares. Aunque la pérdida de rHSA en la columna se reduce, la pureza de HPLC del producto
es de aun aproximadamente el 93 %.

Las muestras filtradas por columna UNO sphere S y Q sepharose FF se afiaden con sulfato de amoniaco para
ajustar la concentracion de sulfato de amoniaco a 1 M, 0,8 M o 0,6 M respectivamente, antes de la carga en una
columna macro-prep t-butilo y macro-prep metilo. El fluido de transmision y el eluato de agua pura se recogen para
realizar una deteccion SDS-PAGE. Los resultados muestran que macro-prep t-butilo y macro-prep metilo tienen una
hidrofobicidad deficiente. Ambos tienen una mala capacidad de purificacion en rHSA, y la rHSA obtenida tiene una
pureza del 90 % por HPLC.

Para seleccionar la hidroxiapatita cerdmica Macro-prep de tipo | o tipo Il, se compararon dos tipos de hidroxiapatita
cerdmica Macro-prep de Bio Rad. Se descubrié que la hidroxiapatita ceramica Macro-prep de tipo | es mucho mejor
que la de tipo Il. Después de la cromatografia con hidroxiapatita ceramica de tipo | Macro-prep, el contenido de
mondmero puede alcanzar hasta el 98,998 %.

Como se ha descrito anteriormente, aunque el otro medio cromatogréfico tiene la ventaja de tener un caudal de
trabajo rapido sobre Fenil sepharose HP, pueden no conseguir la eficiencia de purificacion comparable con respecto
a Fenil sepharose HP. Fenil sepharose HP tiene un caudal de trabajo bajo relativo, pero puede asegurar que la
proteina diana tiene una pureza de mas del 98 %. Por lo tanto, se usa preferiblemente Fenil sepharose HP como el
medio para la cromatografia hidréfoba.

Ejemplos
Materiales e instrumentos

Filtro prensa de placas y marcos de tipo tela filtrante, tipo: XMS4/500-UB, fabricado por Shanghai Tianli Filter Press
Co., Ltd (China); columna de fibras huecas de 0,20 um, disponible en Huzhou Kelu Membrane Technology Co., Ltd.
(China);

Medios UNO Sphere S, nuvia S, Capto MMC, MacroPrep-CM, MacroPrep-metilo, MacroPrep-Butilo, disponibles en
BIO-RAD (Estados Unidos);

Medios Q sepharose, Fenil sepharose HP, Fenil sepharose FF, DEAE-sepharose FF, disponibles en GE Healthcare
(Estados Unidos);

Cromatografia en columna C10/10, XK16/20, disponible en GE Healthcare (Estados Unidos)

Columna cromatografica biolégica 15/200, disponible en BIO-RAD (Estados Unidos)

Ejemplo 1: Extraccién de rHSA de grano de arroz transgénico

Puede prepararse arroz transgénico de acuerdo con el método desvelado en la solicitud de patente China n.°
200510019084 de los presentes inventores. El arroz con cascara se descascard para obtener arroz semipulido y
después se molié para obtener arroz molido con una finura de malla de 80~100. El arroz molido se mezclé con un
tampon de extraccion en una relacién de 1:5 (p/v, kg/l) y se extrajo durante 1,5 horas a 60 °C. El tampén de
extraccién comprende tampon fosfato 25 mM, acetato sédico 20 mM, sulfato de amonio 10 mM, caprilato sédico
10 mM, y tiene un pH de 7,5. La mezcla resultante se ajust6é a pH 4,5 con acido acético y se puso durante al menos
3 horas para precipitar proteinas no diana. Después, la mezcla resultante se sometié secuencialmente a filtraciéon a
presién usando un filtro prensa de placas y marcos (tipo tela filtrante) y microfiltracion por columna de fibras huecas
con un tamafio de poro de 0,22 um, para obtener un sobrenadante que contenia rHSA. La concentracion de rHSA
era de aproximadamente 0,66 mg/ml.
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Ejemplo 2: Cromatografia de intercambio catiénico como purificacién primaria

1. Cromatografia de intercambio catiénico realizada en medio UNO Sphere S

Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 8,7 ml de medio UNO Sphere S y se equilibré6 con 200 ml
de tampdn de equilibrio (acetato sédico anhidro 2 g/L, se afiadi6é acido acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal
de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue estable. Se cargaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA
obtenida en el ejemplo 1 en la columna a un caudal de 600 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 6,1 ms/cm
y un pH de 4,53. Después de la carga, la muestra se eluy6 con un tampoén de elucion (acetato sddico 2 g/L, acido
acético, pH 5,2, cloruro sédico 14,61 g/L) a un caudal de 300 cm/h. El eluato se recogi6é y se visualiz6 por SDS-
PAGE para obtener las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 1A.

2. Cromatografia de intercambio catidnico realizada en medio Nuvia S

Una columna XK16/100 se rellen6é con aproximadamente 9,3 ml de medio Nuvia S y se equilibr6 con 200 ml de
tampon de equilibrio (acetato sédico anhidro 2 g/l, se afiadié acido acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal de
300 cm/h hasta que el pH del efluente fue estable. Se cargaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA obtenida
en el ejemplo 1 en la columna a un caudal de 300 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 6,3 ms/cm y un pH
de 4,56. Después de la carga, la muestra se eluyd con un tampén de elucion (acetato sédico 2 g/L, acido acético, pH
5,0, cloruro sddico 14,61 g/l) a un caudal de 300 cm/h. El eluato se recogid y se visualizd por SDS-PAGE para
obtener las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 1B.

3. Cromatografia de intercambio cationico realizada en medio Capto MMC

Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 15,1 ml de medio Capto MMC y se equilibré con 200 ml de
tampdn de equilibrio (acetato sddico anhidro 2 g/l, se afiadié acido acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal de
300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 4,5 y estable. Se cargaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA
obtenida en el ejemplo 1 en la columna a un caudal de 600 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 6,3 ms/cm
y un pH de 4,56. Después de la carga, la muestra se eluyd con tampon de elucién (acetato sodico 2 g/l, acido
acético, pH 4,7, cloruro sodico 58,44 g/L) a un caudal de 300 cm/h para eliminar las impurezas y después se eluyé
con tampoén de elucion (fosfato diadcido sddico 0,3 g/L, fosfato acido disédico 3,5 g/L, cloruro soédico 58,44 g/L, pH
6,7) para obtener las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 1C.

4. Cromatografia de intercambio cationico realizada en medio MacroPrep-CM

Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 10 ml de medio MacroPrep-CM y se equilibré con 300 ml
de tampodn de equilibrio (acetato sodico anhidro 2 g/L, se afiadié acido acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal
de 200 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 4,5 y estable. Se cargaron 250 ml de la muestra de extracto de
rHSA obtenida en el ejemplo 1 en la columna a un caudal de 300 cm/h. La muestra tenia una conductividad de
6,3 ms/cm y un pH de 4,56. Después de la carga, la muestra se lavé con tampén de lavado (acetato sddico 2 g/,
acido acético, pH 4,7, cloruro sédico 58,44 g/l) a un caudal de 200 cm/h para eliminar las impurezas y después se
eluyo6 con tampoén de elucion (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/L, cloruro sédico 5,84 g/L, pH
6,5) para obtener las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostro en la figura 1D.

5. Comparacion de la capacidad de carga entre medio Nuvia S y medio UNO Sphere S

Dos columnas XK16/100 se rellenaron con aproximadamente 5 ml de medio Nuvia S y medio UNO Sphere S
respectivamente, y se equilibraron con 200 ml de tampdn de equilibrio (acetato sédico anhidro 2 g/l, se afiadi6 acido
acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 4,5. La muestra de
extracto de rHSA obtenida en el ejemplo 1 se carg6 en la columna Nuvia S y la columna UNO Sphere S a un caudal
de 300 cm/h, respectivamente. El valor de absorcion de UV280 durante la carga de la muestra se registré hasta que
el valor de absorcion estuvo mas alla de la meseta en un 10 %. El volumen de muestra se registré y se calculé la
capacidad de carga real por mililitro de Nuvia S o UNO Sphere S a un caudal de 300 cm/h, respectivamente.

Ademas, la columna UNO Sphere S se equilibr6 con tampoén de equilibrio (acetato sodico anhidro 2 g/l, se afiadio
acido acético para ajustar el pH a 4,5) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 4,5. El extracto
de rHSA obtenido en el ejemplo 1 se cargd sobre la columna UNO Sphere S a un caudal de 600 cm/h y el valor de
absorcion de UV280 durante la carga de la muestra se registré hasta que el valor de absorcion estuvo mas alla de la
meseta en un 10 %. El volumen de muestra se registré y se calculd la capacidad de carga real por mililitro de UNO
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Sphere S a un caudal de 600 cm/h. La comparacion de la capacidad de carga se mostro en la figura 2.

Ejemplo 3: Cromatografia de intercambio aniénico como purificacién primaria

1. Cromatografia de intercambio aniénico realizada en medio UNO Sphere Q

Una columna biolégica 15/200 se rellend con aproximadamente 10 ml de medio UNO Sphere Q y se equilibré con
200 ml de tampén de equilibrio (fosfato diacido soédico 0,3 g/L, fosfato acido disédico 3,5 g/L, se afiadié hidréxido
saédico o acido clorhidrico para ajustar el pH a 7,5) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 7,5.
Se ajustaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA obtenida en el ejemplo 1 a pH 7,5 y se diluyo con el tampdn
hasta que la conductividad fue menor de 10,0 ms, y después se cargé sobre la columna UNO Sphere Q a un caudal
de 300 cm/h. La muestra se lavé con tamp6n de lavado (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/l,
cloruro sédico 11,68 g/l) para eliminar las impurezas y después se eluyé con tampén de elucién (fosfato diacido
saodico 0,3 g/l, fosfato acido disodico 3,5 g/l, cloruro sédico 23,36 g/l) para recoger las fracciones que contenian
rHSA. El electroforetograma se mostro en la figura 3A.

2. Cromatografia de intercambio anionico realizada en medio Q Sepharose FF

Una columna biol6gica 15/200 se rellen6 con aproximadamente 10 ml de medio Q Sepharose FF y se equilibré con
200 ml de tampoén de equilibrio (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disodico 3,5 g/l, se afiadié hidréxido
sadico o &cido clorhidrico para ajustar el pH a 7,0) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 7,0.
Se ajustaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA obtenida en el ejemplo 1 a pH 6,8 y se diluy6 con el tampon
hasta que la conductividad fue menor de 10,0 ms/cm, y después se cargé sobre la columna Q Sepharose FF a un
caudal de 300 cm/h. La muestra se eluyé con tampén de elucion (fosfato diacido sddico 0,3 g/l, fosfato acido
disddico 3,5 g/l, cloruro sédico 5,84 g/l) para recoger las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se
mostré en la figura 3B.

3. Ensayo para la capacidad de carga real de Q Sepharose FF

Una columna 10/100 se rellené con aproximadamente 5 ml de medio Q Sepharose FF y se equilibr6 con 200 ml de
tampon de equilibrio (fosfato diacido sddico 0,3 g/l, fosfato &cido disédico 3,5 g/l, se afiadié hidroxido sodico o &cido
clorhidrico para ajustar el pH a 7,0) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 7,0 y estable. Se
ajustaron 250 ml de la muestra de extracto de rHSA obtenida en el ejemplo 1 a pH 7,5 y se diluyé con el tampdn
hasta que la conductividad fue menor de 10,0 ms/cm y el volumen total fue de 1000 ml. La muestra se carg6 sobre la
columna Q Sepharose FF a un caudal de 300 cm/h. El valor de absorcion de UV280 durante la carga de la muestra
se registré hasta que el valor de absorcion estuvo mas alla de la meseta en un 10 %. El volumen de muestra se
registré y se calcul6 la capacidad de carga real por mililitro de Q Sepharose FF a un caudal de 300 cm/h. Después,
la resina se regenero.

La muestra de extracto de rHSA obtenida en el ejemplo 1 se ajust6é a pH 7,0 y se diluy6 con el tampon hasta que la
conductividad fue menor de 10,0 ms y después se concentré6 a 400 ml a través de un casete de membrana GE
30KD. Se us6 un método de acido sulfdrico-fenol para determinar el contenido de polisacaridos antes y después de
la dialisis. Después, la muestra se cargd en una columna Q Sepharose FF equilibrada. El valor de absorcion de
UV280 durante la carga de la muestra se registro hasta que el valor de absorcién estuvo mas alla de la meseta en
un 10 %. El volumen de muestra se registro y se calculd la capacidad de carga real por mililitro de Q Sepharose FF a
un caudal de 300 cm/h. El cambio de la capacidad de carga y el cambio del contenido de polisacaridos se mostraron
en la figura 4.

Ejiemplo 4: Cromatografia de intercambio aniénico como purificacién secundaria

La fraccion que contenia rHSA obtenida en el ejemplo 2 se dividi6 en dos partes iguales para su uso en los
siguientes experimentos.

1. Cromatografia de intercambio aniénico realizada en medio Q Sepharose FF
Una columna 15/200 se rellené con aproximadamente 7 ml de Q Sepharose FF y se equilibr6 con 200 ml de tampdén
de equilibrio (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/l, se afiadid hidréxido soédico o acido

clorhidrico para ajustar el pH a 7,0) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 7,0. Una parte de la
fraccion anterior se ajusté a pH 7,0 y se diluyé con el tampdn hasta que la conductividad fue menor de 10,0 ms. La
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muestra se carg6 sobre la columna Q Sepharose FF a un caudal de 300 cm/h y después se eluyd con tampon de
elucion (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/l, cloruro sédico 11,68 g/l) para recoger las
fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 5A.

2. Cromatografia de intercambio anidnico realizada en medio DEAE Sepharose FF

Una columna 15/200 bioldgica se rellené con aproximadamente 8 ml de DEAE Sepharose FF y se equilibro con
200 ml de tampdn de equilibrio (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/l, con hidroxido sédico o
acido clorhidrico afiadido para ajustar el pH a 7,0) a un caudal de 300 cm/h hasta que el pH del efluente fue de 7,0.
Otra parte de la fraccién anterior se ajust6 a pH 7,5 y se diluyé con el tampdn hasta que la conductividad fue menor
de 10,0 ms. La muestra se carg6 sobre la columna DEAE Sepharose FF a un caudal de 300 cm/h y después se
diluy6 con tampén de elucidon (fosfato diacido sédico 0,3 g/l, fosfato acido disédico 3,5 g/l, cloruro sédico 11,68 g/l)
para recoger las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 5B.

Ejemplo 5: Cromatografia hidr6foba como purificacién final

1. Cromatografia hidréfoba realizada en medio Fenil sepharose HP

Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 8 ml de Fenil sepharose HP y se equilibré con 200 ml de
tampon de equilibrio (acetato sodico anhidro 2,32 g/l, fosfato diacido sédico 2,81 g/l, sulfato de amonio 66 g/l) a un
caudal de 100 cm/h. Se afiadieron 20 ml de la fracciéon que contenia rHSA obtenida en el ejemplo 4 (Q Sepharose
FF) con sulfato de amonio (0,4 M) para hacer que la conductividad fuese de 80,0 ms. Después, la muestra se cargd
en la columna a un caudal de 100 cm/h. El fluido de transmision se recogié para obtener las fracciones que
contenian rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 6A.

2. Cromatografia hidréfoba realizada en medio Fenil sepharose FF

Una columna XK16/100 se rellen6 con aproximadamente 10 ml de Fenil sepharose FF y se equilibré con 200 ml de
tampon de equilibrio (acetato sodico anhidro 2,32 g/l, fosfato diacido sédico 2,81 g/l, sulfato de amonio 13,2 g/l) a un
caudal de 150 cm/h. Se afiadieron 20 ml de la fraccién que contenia rHSA obtenida en el ejemplo 4 (Q Sepharose
FF) con sulfato de amonio (0,1 M) para hacer que la conductividad fuese de 80,0 ms. Después, la muestra se aplicé
a la columna a un caudal de 150 cm/h. El fluido de transmisién se recogié para obtener las fracciones que contenian
rHSA. El electroforetograma se mostro en la figura 6B.

3. Cromatografia hidrofoba realizada en medio MacroPrep-t-Butilo

Una columna 15/200 se rellené con aproximadamente 6 ml de MacroPrep-t-Butilo y se equilibré con 200 ml de
tampon de equilibrio (acetato sodico anhidro 2,32 g/l, fosfato diacido sddico 2,81 g/, sulfato de amonio 13,2 g/l) a un
caudal de 150 cm/h. Se afiadieron 20 ml de la fraccidon que contenia rHSA obtenida en el ejemplo 3 (Q Sepharose
FF) con sulfato de amonio (1,0 M, 0,8 M, 0,6 M, respectivamente) para hacer que la conductividad fuese de
130,0 ms, 90,0 ms, 70,0 ms, respectivamente. Después, las muestras se aplicaron a las columnas a un caudal de
150 cm/h. El fluido de transmision se recogi6 para obtener las fracciones que contenian rHSA. El electroforetograma
se mostré en la figura 6C.

Ejemplo 6: Separacién y purificacion de rHSA del extracto que contiene rHSA

Etapa 1): Cromatografia de intercambio catidnico realizada en UNO Sphere S como purificacién primaria

Una columna XK16/20 se rellené con aproximadamente 12 ml de medio UNO Sphere Sy se equilibré con 500 ml de
tampon de equilibrio (acetato sédico anhidro 2 g/l, acido acético, pH 4,5) a un caudal de 300 cm/h. Se cargaron
300 ml de la muestra de extracto que contenia rHSA obtenida en el ejemplo 1 en la columna a un caudal de
600 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 6,5 ms/cm y un pH de 4,5. Después de la carga, la muestra se
eluyé con tampoén de elucion (acetato sédico 2 g/l, acido acético, pH 5,0, cloruro sédico 14,61 g/l) a un caudal de
200 cm/h. El eluato se recogié y se observé por SDS-PAGE para obtener las fracciones que contenian rHSA. El
electroforetograma se mostré en la figura 7A.

Etapa 2): Cromatografia de intercambio aniénico realizada en Q Sepharose FF como purificacion secundaria
Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 13 ml de medio Q Sepharose FF y se equilibré con 400 ml
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de tampon de equilibrio (acetato sédico anhidro 6,51 g/l, fosfato diacido sédico 0,72 g/l, pH 6,8) a un caudal de
300 cm/h. La fraccidn que contenia rHSA obtenida en la etapa anterior se diluyé hasta aproximadamente 200 ml con
una conductividad de menos de 10,0 ms y después se cargd en la columna a un caudal de 300 cm/h. La muestra
tenia una conductividad de 8,3 ms/cm y un pH de 6,8. Después de la carga, la muestra se eluyé con tampoén de
elucion (fosfato acido disédico 6,51 g/l, fosfato diacido sodico 0,72 g/l, cloruro sédico 11,69 g/l) a un caudal de
100 cm/h. El eluato se recogi6 y se observé por SDS-PAGE. Las fracciones que contenian rHSA se recogieron. El
electroforetograma se mostré en la figura 7B.

Etapa 3): Cromatografia hidréfoba realizada en Fenil sepharose HP como purificacion final

Una columna XK16/100 se rellené con aproximadamente 12 ml de Fenil sepharose HP y se equilibré con 200 ml de
tampon de equilibrio (acetato sodico anhidro 2,32 g/l, fosfato diacido sodico 2,81 g/l, sulfato de amonio 66 g/l) a un
caudal de 100 cm/h. Se afiadieron 20 ml de la fraccion que contenia rHSA obtenida en la etapa previa con sulfato de
amonio para hacer que la conductividad fuese de 90,0 ms. Después, la muestra se cargd en la columna a un caudal
de 100 cm/h. El fluido de transmisidbn se recogi6 para obtener las fracciones que contenian rHSA. El
electroforetograma se mostro en la figura 7C. El cromatograma de HPLC del producto de rHSA purificada se mostré
en la figura 8. La rHSA tiene una pureza de mas del 99 % (mondémero mas dimero y polimero) por HPLC.

Ejemplo 7: Separacién y purificacién de rHSA del extracto que contiene rHSA

Este ejemplo emplea un método de cuatro etapas para separar y purificar rHSA sometiendo secuencialmente el
extracto de rHSA en bruto del Ejemplo 1 a cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de intercambio
anionico, cromatografia de hidroxiapatita ceramica y cromatografia hidréfoba, realizada en UNOsphere S, Q
Sepharose FF, hidroxiapatita ceramica Macro-prep de tipo | y Fenil Sepharose HP como medios cromatograficos,
respectivamente. La cromatografia de intercambio catidnico y la cromatografia de intercambio aniénico en el
presente documento son las mismas que las del Ejemplo 6.

Una columna CHT se rellené con aproximadamente 15 ml de medio de hidroxiapatita ceramica Macro-prep de tipo |
y se equilibré con 200 ml de tampén de equilibrio (fosfato sédico 20 mM + cloruro sédico 50 mM, pH 7,5) a un caudal
de 100 cm/h. La fraccién que contenia rHSA obtenida a partir de cromatografia de intercambio aniénico se cargé
directamente sobre la columna a un caudal de 100 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 26 ms/cm y un pH
de 7,4~7,6. Después de la carga, la muestra se eluy6 con un tampén de elucién (fosfato sédico 500 mM, pH 7,5). El
fluido de transmisién se recogié para obtener la fraccién que contenia rHSA. La capacidad de purificacion de rHSA
se estimé que era <30 mg/g de CHT | y la tasa de recuperacion de rHSA fue hasta >80 %. Por ultimo, la columna de
hidroxiapatita ceramica CHT debe regenerarse con 3-5 volimenes de columna de tampon fosfato sédico 500 mM a
pH 7,0. La columna puede higienizarse en NaOH 1-2N y se almacena en NaOH 0,1 N si se desea. El
electroforetograma se mostré en la figura 9.

Después, la fraccion que contenia rHSA obtenida anteriormente se sometié a cromatografia hidréfoba de acuerdo
con el procedimiento similar al Ejemplo 6. El fluido de transmision se recogio para obtener la fraccion que contenia
rHSA. El cromatograma de HPLC del producto de rHSA purificada se mostré en la figura 10. La rHSA tiene una
pureza de aproximadamente el 99 % (Unicamente mondémero) por HPLC.

Ejemplo 8: Separacidn v purificacion de rHSA del extracto que contiene rHSA

El ejemplo se realiz6 mediante el mismo método que el Ejemplo 7 excepto que la cromatografia de hidroxiapatita
ceramica se realizé en hidroxiapatita ceramica Macro-prep de Tipo Il como medio cromatografico.

Una columna CHT se rellené con aproximadamente 15 ml de medio hidroxiapatita ceramica Macro-prep de Tipo Il y
se equilibré con 200 ml de tampdn de equilibrio (fosfato sédico 20 mM + cloruro sédico 50 mM, pH 7,0) a un caudal
de 100 cm/h. La fraccion que contenia rHSA obtenida a partir de cromatografia de intercambio aniénico se cargé
directamente sobre la columna a un caudal de 100 cm/h. La muestra tenia una conductividad de 26 ms/cm y un pH
de 7,4~7,6. Después de la carga, la muestra se eluyé con un tampoén de elucion (fosfato sédico 500 mM, pH 7,0). El
fluido de transmisién se recogié para obtener la fraccién que contenia rHSA. La capacidad de purificacion de rHSA
se estimd que era <25 mg/g de CHT Il y la tasa de recuperacion de rHSA fue hasta >85%. Por ultimo, la columna de
hidroxiapatita ceramica CHT debe regenerarse con 3~5 volimenes de columna de tampén fosfato sédico 500 mM a
pH 7,0. La columna puede higienizarse en NaOH 1-2 N y almacenarse en NaOH 0,1 N si se desea.

Después, la fraccion que contenia rHSA obtenida de la etapa anterior se sometié a cromatografia hidréfoba de
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acuerdo con el procedimiento similar al Ejemplo 7. El fluido de transmision se recogi6é para obtener la fraccion que
contenia rHSA. El electroforetograma se mostré en la figura 11. EI cromatograma de HPLC del producto de rHSA
purificada se mostré en la figura 12. La rHSA tiene una pureza de aproximadamente el 99 % (Unicamente
mondémero) por HPLC.

Puede observarse a partir de los resultados de los Ejemplos 6~8 que la cromatografia de hidroxiapatita ceramica
aumenta el contenido en monémeros en el producto de rHSA final de forma eficaz, permitiéndole tener hasta
aproximadamente el 99 % de pureza. Ademas, la cromatografia de hidroxiapatita ceramica se opera de forma
sencilla, ya que uso el flujo continuo para la rHSA purificada adicionalmente del mismo modo que se usé en la etapa
de Fenil sepharose HP, y la solucién de eluyente es compatible sin ajustar la concentracion de sal y el valor de pH.
Mediante cromatografia de hidroxiapatita ceramica, la rHSA purificada puede satisfacer los requisitos para su
aplicacion clinica.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar y purificar alblmina sérica humana recombinante a partir de grano de arroz
transgénico, secuencialmente que comprende las etapas de:

1) someter extracto en bruto de albimina sérica humana recombinante a cromatografia de intercambio catiénico
para obtener el producto primario I;

2) someter el producto primario | a cromatografia de intercambio aniénico para obtener el producto secundario l;

3) someter el producto secundario Il a cromatografia hidréfoba para obtener albimina sérica humana recombinante
purificada;

donde el método comprende adicionalmente una etapa de someter el producto secundario Il a cromatografia de
hidroxiapatita ceramica antes de la cromatografia hidréfoba de la etapa 3).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia de intercambio catiénico se
realiza en un medio de cromatografia seleccionado del grupo que consiste en UNO Sphere S, Capto MMC, Nuvia S
y MacroPrep-CM.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde la cromatografia de intercambio catiénico se
realiza en UNO Sphere S o Capto MMC.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia de intercambio anidnico se
realiza en un medio de cromatografia seleccionado del grupo que consiste en Q Sepharose FF, UNO Sphere Q y
DEAE sepharose FF.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, donde la cromatografia de intercambio anidnico se
realiza en Q Sepharose FF.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia hidréfoba se realiza en un medio
de cromatografia seleccionado del grupo que consiste en Fenil sepharose HP, Fenil sepharose FF, macro-prep t-
butilo y macro-prep metilo.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, donde la cromatografia hidrofoba se realiza en Fenil
sepharose HP.
8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia de hidroxiapatita ceramica se

realiza en un medio de cromatografia seleccionado de medios de hidroxiapatita ceramica de tipo | y tipo Il Macro-
prep.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho extracto en bruto de la albumina sérica
humana recombinante se prepara mediante un método que comprende las etapas de:

i) mezclar grano de arroz transgénico molido que contiene albimina sérica humana recombinante con un tampon de
extraccion en una relacion p/v (kg/L) de 1:5 y extraer a 55~60 °C durante 1~1,5 horas para obtener la mezcla I;
comprendiendo dicho tampon de extraccion tampoén fosfato 10~30 mM, acetato sédico 10~20 mM, sulfato de
amoniaco 15~30 mM y caprilato sédico 5~20 mM, con un pH de 6,5~8;

i) ajustar el pH de la mezcla | de la etapa i) a 4,0~4,5 y precipitarlo durante 3-12 horas para obtener la mezcla Il;

iii) filtrar la mezcla Il de la etapa ii) y recoger el filtrado para obtener un extracto en bruto que contiene una alta
concentracion de albimina sérica humana recombinante; comprendiendo dicha filtracién las etapas de filtrar por
filtracién a presion con un filtro prensa de placas y marcos de tipo tela filtrante, después filtrar por microfiltracién con
una membrana de fibras huecas de polietersulfona con un tamafio de poro de 0,20 um~0,45 pm.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia de intercambio catiénico emplea
un tampon de carga que comprende un tampén acetato con un pH menor de 5,0; y

la cromatografia de intercambio catiénico emplea un tampdén de elucién que comprende un tampén acetato y cloruro
sédico, o tampodn fosfato y cloruro sédico; con un pH de 5,0~6,7.
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11. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, donde la cromatografia de intercambio catidnico se
realiza en:

i) UNO Sphere S y emplea un tampon de elucién que comprende un tampdn acetato, cloruro sédico 0,25 M, con un
pHde5.2;0

i) Nuvia S y emplea un tampdn de elucién que comprende un tampén acetato, cloruro sédico 0,25 M, con un pH de
50;0

iii) Capto MMC, y emplea un tampén de lavado que comprende un tampdén acetato, cloruro sédico 1 M, con un pH de
4,7 para eliminar las proteinas no diana, y un tampén de elucién que comprende un tampoén acetato, cloruro sédico
1 M, con un pH de 6,7 para eluir la albimina sérica humana recombinante; o

iv) MacroPrep-CM, y emplea un tampon de lavado que comprende un tamp6n acetato, cloruro sédico 1 M, con un pH
de 4,7 para eliminar las proteinas no diana, y un tampdén de eluciéon que comprende un tampoén acetato, cloruro
sédico 1 M, con un pH de 6,5 para eluir la albimina sérica humana recombinante.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la cromatografia de intercambio aniénico se
realiza en Q Sepharose FF y emplea un tampon de elucién que comprende un tampon fosfato, cloruro sédico
0,25 M, con un pH de 6,0~7,0.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, donde la cromatografia de intercambio aniénico se
realiza en DEAE sepharose FF, y emplea un tampén de lavado que comprende un tampén fosfato, cloruro sédico
0,1 M con un pH de 6,0~7,0 para eliminar las proteinas no diana, y un tampon de eluciéon que comprende un tampén
fosfato, cloruro sédico 0,25 M, con un pH de 6,0~7,0 para eluir la albimina sérica humana recombinante.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, donde en la cromatografia hidréfoba, el producto
secundario Il a purificar comprende adicionalmente sulfato de amoniaco a una concentracion de 0,1 Ma 1 M.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, donde la cromatografia hidrofoba se realiza en Fenil
sepharose HP, y el producto secundario Il a purificar comprende adicionalmente sulfato de amoniaco a una
concentracion de 0,4 M; o

la cromatografia hidr6foba se realiza en Fenil sepharose FF, y el producto secundario Il a purificar comprende
adicionalmente sulfato de amoniaco a una concentracién de 0,1 M; o

la cromatografia hidrofoba se realiza en MacroPrep-t-Butilo, y el producto secundario Il a purificar comprende
adicionalmente sulfato de amoniaco a una concentracion de 0,6 M a 1,0 M.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, donde la cromatografia de hidroxiapatita ceramica
emplea un tampén de eluciéon que comprende un tampdn fosfato con un pH de 7,0~7,5.
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