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DESCRIPCION
Clarificacion de leche transgénica mediante el uso de filtracion en profundidad.
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un método y sistema mejorados para purificar moléculas objetivo especificas de
contaminantes que se encuentran en una corriente de alimentacion inicial. De forma mas especifica, los métodos de
la presente invenciéon proporcionan el procesamiento de una disolucion de muestra a través de un método de
filtracion en profundidad mejorado que mejora la purificacion, clarificacion y fraccionamiento de una molécula
deseada a partir de un material fuente dado.

Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos y aparatos mejorados para la produccién de proteinas de interés a partir
de un material fuente dado. Cabe sefialar que la produccion de grandes cantidades de moléculas biolégicamente
activas, relativamente puras es importante a nivel econémico para la fabricaciéon de formulaciones farmacéuticas,
proteinas, enzimas, anticuerpos y otros compuestos especializados de humanos y animales. Diversas técnicas de
ADN recombinante se han convertido en el método elegido para la produccion de muchos polipéptidos, anticuerpos
y proteinas, dado que estos métodos permiten una producciéon a gran escala de dichas proteinas. Las diversas
«plataformas» que se pueden utilizar para dicha produccion incluyen cultivos celulares de bacterias, levaduras,
insectos o mamiferos, asi como plantas o animales transgénicos. En los sistemas con animales transgénicos, el tipo
de animal preferido es la produccién en mamiferos productores de leche, pero la tecnologia de plataforma para
transgénicos también contempla la utilizacion de animales avicolas u otros animales para producir proteinas,
anticuerpos exdgenos o fragmentos o fusiones de los mismos.

La producciéon de proteinas recombinantes implica la transfeccién en células hospedadoras de ADN que codifica
para la proteina de interés y el cultivo de las células hospedadoras, animales o plantas transgénicos en condiciones
que favorecen la expresion de la proteina recombinante u otra molécula de interés. El sistema procarionte - E. coli
ha sido un sistema hospedador de cultivo celular favorito porque se puede crear para producir proteinas
recombinantes con altos rendimientos. Sin embargo, las E. coli a menudo son incapaces de producir moléculas
complejas o grandes con un plegado terciario adecuado y resultan en actividad bioldgica reducida o aberrante.

Con la mejora en la produccién de proteinas exdgenas u otras moléculas de interés a partir de sistemas bioldgicos,
ha aumentado la presién sobre la industria de la biotecnologia para el desarrollo de nuevas técnicas para mejorar el
volumen de produccion y que estas sean simultaneamente mas eficaces y rentables en materia de purificacion y
recuperacion de producto. Es decir, con los nuevos productos y volimenes mayores de productos conocidos, existe
un interés sustancial en concebir métodos para llevar estos productos terapéuticos al mercado en volumenes
comerciales de forma rapida. Al mismo tiempo, la industria se enfrenta a nuevos desafios en relaciéon con el
desarrollo de nuevos procesos para la recuperacion de proteinas y anticuerpos transgénicos a partir de diversos
fluidos corporales que incluyen la leche, sangre y orina.

Las tecnologias de filtracién han sido herramientas fundamentales en el procesamiento de alimentos durante mas de
25 afios. La industria de la preparacion de alimentos representa una parte importante de la industria de la filtracion y
clarificacién a nivel mundial. Las principales aplicaciones de los procesos de filtracién estan en la industria lechera
(concentracion de proteina de lactosuero, estandarizacion de proteinas de la leche, etc.), de bebidas (vino, cerveza,
jugos de frutas, etc.) y ovoproductos. Entre las numerosas aplicaciones de la presente invencion a escala industrial,
la clarificacion de jugos de frutas, verduras y azticar mediante microfiltracion también posibilita simplificar la dinamica
de fluidos y mejorar la calidad del producto final.

Con la produccion a gran escala tipicamente existen problemas mas complejos. Ademas, existen desafios
adicionales que se imponen en relacion con alcanzar la pureza y seguridad del producto, principalmente en materia
de seguridad viral y contaminantes residuales, tales como ADN y proteinas de célula hospedadora que podrian ser
exigidos por diversas agencias gubernamentales que supervisan la produccion de productos farmacéuticos utiles de
forma bioldgica.

En la actualidad existen diversos métodos disponibles para separar moléculas de interés biologico tales como
proteinas, a partir de mezclas de las mismas. Una de dichas técnicas importante es la cromatografia de afinidad,
que separa moléculas en funcién de la unién especifica y selectiva de moléculas deseadas con una matriz o gel de
afinidad, mientras la molécula indeseable permanece sin unirse y se puede extraer del sistema. Los geles de
afinidad tipicamente consisten en un resto de unién a un ligando inmovilizado en un soporte de gel. Por ejemplo, GB
2.178.742 utiliza un método de cromatografia de afinidad para purificar hemoglobina y sus derivados modificados de
forma quimica en funcion del hecho de que la hemoglobina natural se une especificamente a una familia especifica
de restos polianionicos. Para la captura, estos restos se inmovilizan en el propio gel. En este proceso, la
hemoglobina no modificada se retiene en el gel de afinidad, mientras que la hemoglobina modificada, que no puede
unirse al gel debido a que su sitio de unién al polianion estd ocupado de forma covalente por el agente de
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modificacion, se extrae del sistema. Las columnas de cromatografia de afinidad son altamente especificas y, por
consiguiente, proporcionan productos muy puros; sin embargo, la cromatografia de afinidad es un proceso
relativamente costoso y, por lo tanto, muy dificil de llevar a cabo para operaciones comerciales.

En la industria de la biotecnologia y en la industria de la ultrafiltracion tradicionalmente se ha utilizado la separacion
en funcién del tamafio de mezclas proteicas donde la relacién entre las masas moleculares de proteina tiene que ser
de al menos alrededor de 10 a 1. Este ha sido un factor limitante en muchas aplicaciones industriales en la industria
y, en especial, en la recuperacion de productos biofarmacéuticos en la leche de mamiferos transgénicos. Se han
hecho investigaciones importantes para la optimizacion de los sistemas de ultrafiltracion por medio de la alteracion
de las condiciones fisicoquimicas (es decir, pH y fuerza idnica) para lograr selectividades mas altas (Van Reis et al.
(1997)).

De forma mas especifica, la filtracién en profundidad (DF, por sus siglas en inglés) y la microfiltracion de flujo
tangencial (MF TFF, por sus siglas en inglés) son dos técnicas de filtracion adoptadas ampliamente que estan
relacionadas, pero que difieren en su manipulacion de la mecanica del flujo funcional. En general, en procesos de
DF, la corriente de alimentacioén se introduce preferiblemente de forma perpendicular con respecto a la superficie de
la membrana. Las sustancias mas pequefias que los poros de la membrana pueden quedar atrapadas en la
superficie de la membrana o dentro de la matriz de la membrana, mientras que el filtrado pasa a través de la
membrana. A veces denominada filtracién de «extremo cerrado» o de «profundidad», la DF se utiliza cominmente
en aplicaciones tales como clarificacion, prefiltracion, filtracion estéril y extraccion de virus. Ademas, la mayoria de
los filtros de profundidad utilizados en la industria farmacéutica son desechables.

Alternativamente, en procesos de MF TFF, la corriente de alimentacion se introduce de forma paralela con respecto
a la superficie de membrana, resultando en un barrido continuo del material fuente de filtracién. En condiciones
optimas, las sustancias mas pequefias que los poros de la membrana escapan como filtrado o permeado y las
particulas mayores se retienen en el retenido. Debido a la accion de barrido de la MF TFF y la corriente de proceso
de flujo cruzado, las técnicas basadas en TFF son menos propensas a sufrir incrustaciones que los procesos DF de
la invencion, en los cuales las particulas separadas se pueden acumular sobre o en la membrana. Los sistemas TFF
exhiben caracteristicas de rendimiento previsibles, fiabilidad y la capacidad de procesar corrientes de alimentacion
«dificiles», las cuales han contribuido a que esta plataforma se haya establecido como el método se separacion
preferido para muchas aplicaciones biofarmacéuticas. Los sistemas y membranas de TFF no son desechables, las
membranas se limpian entre lotes y se reutilizan. Por este motivo, los sistemas MF TFF se utilizan frecuentemente
para separar moléculas pequefias (1-1000 kD) de particulas mas grandes (1um - 10um). Sin embargo, la energia 'y
limpieza asociadas con el uso de MF TFF a menudo pueden hacer que su uso en proyectos de grandes volumenes
sea poco practico.

Tal como se menciond, purificar una proteina recombinante a partir de leche es técnicamente complejo y costoso. El
proceso de purificacion debe ser reproducible e implicar la menor cantidad posible de etapas de trabajo intensivo, y
maximizar el rendimiento de la proteina objetivo tal como se mide por su actividad biolégica. Un proceso de
purificacion ideal optimiza el rendimiento mientras mantiene el costo de fabricacién bajo.

De forma clara, permanece entonces la necesidad de desarrollar procesos a gran escala adicionales para la
purificacion optima de proteinas a partir de leche transgénica o sistemas de cultivo de células hospedadoras que
resuelvan los problemas cuantitativos y cualitativos relevantes. La presente invencion resuelve y satisface estas
necesidades mediante la divulgacion de un proceso de purificacion que, en parte, depende de una etapa de
precipitacion selectiva vy filtracion en profundidad que facilita la extraccion de grandes cantidades de compuestos
contaminantes/impuros, mejorando la eficacia, reduciendo el costo y acelerando el procesamiento a partir de una
corriente de alimentacion dada.

Segun los métodos de la presente invencion, se hicieron mejoras para optimizar las condiciones a efectos de
aumentar las propiedades de exclusion por tamafo potenciales. Diversas particulas en la leche, tales como la
caseinay la grasa, son micelas. Estas micelas se pueden manipular mediante condiciones de tampodn y forzar a que
aumenten o reduzcan su tamano. Esta manipulacién de tampén se utiliza para aumentar la eficacia de la separacion
del proceso de filtracion en profundidad. Estos procesos posibilitan el desarrollo de una filtracién en profundidad de
alto rendimiento (DF) a partir de diversas corrientes de alimentacion incluida la leche. Una molécula de interés que
se puede purificar a partir de un caldo de cultivo celular o una corriente de alimentacion de leche transgénica es la
antitrombina recombinante humana. Otras moléculas de interés incluyen sin limitacion, albimina humana, alfa-1-
antitripsina, anticuerpos, fragmentos Fc de anticuerpos y moléculas de fusion donde una proteina albimina humana
actia como la molécula vehiculo. El sistema DF resultante se emplea a lo largo de la presente invenciéon para
mejorar los intentos de clarificacion y fraccionamiento incluso a partir de los niveles alcanzados mediante TFF.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el procesamiento de rhAT segun las técnicas de filtracion en profundidad de la invencion.
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Las Figuras 2A - 2D muestran el rendimiento volumétrico con respecto a la resistencia de la presente invencién para
una corriente de alimentacion de interés.

La Figura 3 muestra un gel de SDS PAGE (siglas en inglés para electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio) no reducido que demuestra la cantidad de recuperacion de rhAT a partir de una matriz de DF.

La Figura 4 muestra un gel de SDS de recuperacion de rhAT que utiliza un filtro grado M403 (5 um) para la filtracion
en profundidad / clarificacion de leche entera.

La Figura 5 muestra un diagrama de flujo del proceso de filtracion completo a través de microfiltracion, ultrafiltracion
y filtracion aséptica final. La filtracion en profundidad se producira en la etapa de microfiltracion.

La Figura 6 muestra el proceso de generar un animal transgénico capaz de producir una proteina de interés en su
leche.

La Figura 7 muestra un diagrama del sistema DF.

La Figura 8 muestra una grafica de filtracién en profundidad de rhAT del rendimiento volumétrico con respecto a la
resistencia con un filtro M103 (10um).

La Figura 9 muestra una grafica de filtracién en profundidad de rhAT del rendimiento volumétrico con respecto a la
resistencia con un filtro M453 (2,5um).

La Figura 10 muestra un gel de SDS de rhAT en comparacién con una pasada de filtracion TFF doble.

La Figura 11 muestra un gel de SDS de rhAT de un experimento con TFF y dos experimentos con DF diferentes,
uno testigo y uno tratado con calor.

Las Figuras 12A - 12B muestran un cromatograma de SEC (siglas en inglés para cromatografia de exclusion por
tamafios) de rhAT recuperada.

La Figura 13 muestra una porcién ampliada del cromatograma de SEC de rhAT recuperada por DF en comparacion
con métodos alternativos.

La Figura 14 muestra un cromatograma de SEC de rhAT recuperada por DF en comparacion con métodos
alternativos de MF TFF.

Compendio de la invencion

En pocas palabras, el objetivo de la presente invencion es utilizar técnicas de filtracion en profundidad (DF) para
lograr una clarificacion y fraccionamiento mejorados de una proteina de interés.

Es decir, mejorar las eficacias de separacion de una proteina de interés a partir de una corriente de alimentacion
inicial utilizando DF. De forma mas especifica, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método de
filtracion en profundidad y una serie de reactivos que aumentan sustancialmente la efectividad de dicha actividad de
filtracion a partir de leche o fluido de cultivo celular como corriente de alimentacién de partida.

Una proteina de interés, y utilizada como ejemplo en la presente, es la antitrombina humana recombinante. El fin de
los métodos de la presente invencion es pasar la proteina objetivo, antitrombina humana recombinante (rhAT) y
retener las principales proteinas de la leche contaminantes de la forma mas eficaz posible. Segun la presente
invencion, las proteinas de la leche contaminantes incluyen IgG, lactoferrina, albumina, caseina, lactoglobulina y
lactalbumina que se extraen a partir de una proteina de interés a granel clarificada. Los métodos de la presente
invencion utilizan rhAT como ejemplo, pero se pueden utilizar para otras proteinas de interés.

Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente invencién, la tecnologia de filtracion desarrollada y
proporcionada en la presente proporciona una proceso para clarificar y fraccionar la proteina recombinante deseada
u otra molécula de interés de los componentes naturales de la leche o contaminantes de la misma. El intermediario a
granel clarificado resultante es un material de alimentacion adecuado para técnicas de purificacion tradicionales
tales como cromatografia que se utilizan a continuacién del proceso de DF para producir el producto en su
formulacion final y pureza util para aplicaciones médicas.

Un protocolo preferido de la presente invencion emplea tres operaciones de unidad de filtracion que clarifican y
fraccionan el producto a partir de un volumen de leche transgénica dado que contiene una molécula de interés. La
etapa de clarificacion extrae la materia en particulas mas grandes, tales como glébulos de grasa y micelas de
caseina del producto. Las etapas de concentracién y fraccionamiento a continuacion extraen la mayor parte de las
moléculas pequefias, incluidas la lactosa, minerales y agua, para aumentar la pureza y reducir el volumen de la
composicion de producto resultante. El producto del proceso DF se concentra a medida hasta un nivel adecuado
para una purificacion posterior 6ptima y una estabilidad general del producto. Este producto clarificado a
4
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continuacion se filtra de forma aséptica para garantizar una carga biolégica minima y mejorar la estabilidad del
producto durante periodos de tiempo prolongados. El producto a granel tendra una pureza de entre 65 % y 85 % y
pueden contener componentes tales como albumina, proteinas de lactosuero (B Lactoglobulina, a Lactalbimina y
BSA [siglas en inglés para seroalbumina bovina]) y niveles bajos de grasa y caseina residuales. Este producto
parcialmente purificado es un material de alimentacion de partida ideal para técnicas cromatograficas posteriores
convencionales.

Los productos tipicos con los cuales se puede utilizar la presente invencién para procesarlos comprenden otras
proteinas recombinantes de interés producidas de forma transgénica, que incluyen sin limitacion: antitrombina, rhAT,
anticuerpos de IgG1, proteinas de fusion (por ej.: fusion de eritropoyetina - albimina humana - «<HEAP» o Albumina
humana - Eritropoyetina; o, un B-Interferon - rhAT), alfa-1-antitripsina, IgG4, IgM, IgA, porciones Fc, moléculas de
fusion que contienen un péptido o polipéptido unido a un fragmento de inmunoglobulina. Otras proteinas que se
pueden procesar mediante la presente invencion incluyen proteinas recombinantes, hormonas exdgenas, proteinas
enddégenas o proteinas bioldégicamente inactivas que después se pueden procesar para restaurar su funcion
bioldgica. Entre estos procesos se incluyen, sin limitacion, la hormona de crecimiento humana, antiquimotripsina,
albumina humana recombinante, decorina, urocinasa humana, tPA y prolactina.

Ademas, segun la presente invencion, las alteraciones en la concentracion de sal (sulfato de amonio o EDTA)
difieren con respecto a la técnica anterior y sirven para mejorar la pureza disponible segun aquellos que utilizan los
métodos de la presente invencion.

Segun realizaciones adicionales de la presente invencion, las técnicas de DF proporcionadas en la presente se
pueden aplicar a una variedad de industrias diferentes. En la industria de la cerveza, la recuperacién de los fondos
de los tanques de maduracion y fermentacion ya se aplica a escala industrial. Durante la dltima década se ha hecho
un progreso considerable con membranas de microfiltracion en la clarificacion de la cerveza cruda. Las técnicas de
la presente invencidon se pueden aplicar en estos intentos. En relacion con el vino, las tecnologias de filtracion
mejoradas proporcionaran una estabilidad microbioldgica y tartarica mejoradas. En la industria de la leche y
productos lacteos, las extraccion de bacterias y el fraccionamiento de la grasa globular de la leche utilizando
técnicas de microfiltracion DF mejoradas también son utiles para la produccion de leche bebible y leche de queseria.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar procesos de filtracion en profundidad mas eficaces para separar
especies tales como particulas y moléculas por tamafio, siendo dichos procesos selectivos para las especies de
interés, resultando en una purificacién varias veces superior de las mismas.

Otro objeto es proporcionar procesos de filtracion mejorados, incluidos procesos de filtracion en profundidad, para
separar macromoléculas biolégicas, tales como proteinas, de particulas contaminantes, tales como micelas de grasa
y caseina, que provocan incrustaciones en los poros y la disminucion del flujo.

Estos y otros objetos resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Otras caracteristicas y ventajas de la
presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de las realizaciones preferidas
de la presente invencion, tomando como referencia los dibujos adjuntos.

Descripcion de la realizacion preferida

Las siguientes abreviaturas tienen significados especificados en la memoria descriptiva:
Abreviaturas:

BSA: seroalbumina bovina

CHO: células de ovario de hamster chino

CV: velocidad de flujo cruzado

DF: filtracion en profundidad

DV: volumen de diafiltracién

IEF: isoelectroenfoque

Flujo masico GMH (gramos/m?/hora) - también Ju
Flujo liquido LMH (litrtos/m*hora) - también J.
LPM: litros por minuto

M: molar
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MF: microfiltracién

NMWCO: corte de peso molecular nominal
NWP: permeabilidad de agua normalizada
PES: Poli(éter)-sulfona

pH: un término utilizado para describir la actividad de iones hidrogeno de una sustancia quimico o compuesto segun
los parametros cientificos conocidos.

PPM: partes por millén

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (dodecil sulfato de sodio)
SEC: cromatografia de exclusién por tamafios

TFF: filtracion de flujo tangencial

PEG: polietilenglicol

TMP: presion de transmembrana

UF: Ultrafiltracion

Explicacion de los términos:

Clarificacién

La extraccion de una materia en particulas de una disolucién de forma que la disolucién sea capaz de pasar a través
de una membrana de 0,2 pm.

Coloides

Hace referencia a moléculas grandes que no pasan facilmente a través de paredes capilares. Estos compuestos
ejercen una carga oncética (es decir, atraen el fluido) y normalmente se administran para restaurar el volumen
intravascular y mejorar la perfusion tisular.

Concentracion

La extraccion de agua y moléculas pequeiias con una membrana de forma tal que la relaciéon entre las moléculas
retenidas y las moléculas pequefias aumente.

Polarizacién de concentracion

La acumulacién de moléculas retenidas (capa de gel) sobre la superficie de la membrana provocada por una
combinacién de factores: presion de transmembrana, velocidad de flujo cruzado, viscosidad de la muestra y
concentracion del soluto.

Ley de Darcy

Una ley empirica que rige el flujo a través de un medio poroso y también describe la relacion entre la tasa de flujo, la
caida de presion y la resistencia. Los productos auxiliares de filtracion normalmente se procesan para proporcionar
un intervalo de tasas de filtracién que se relacionan estrechamente con la permeabilidad tal como se describe en
unidades de Darcy.

Filtracién en profundidad

Un proceso de tratamiento en el cual se utiliza el lecho filtrante entero para atrapar particulas insolubles y
suspendidas en sus huecos a medida que el agua fluye a través del mismo. El parche de recoleccién de muestra
tridimensional puede incluir un material capaz de proporcionar una filtracién en profundidad o filtracion por tamiz de
un muestra. La capacidad se determinar por la profundidad de la matriz. En la filtracion en profundidad, las particulas
quedan atrapadas en la matriz y sobre la superficie del medio de filtracion.

Diafiltracion

Un proceso de fraccionamiento de lavado de moléculas mas pequefias a través de una membrana, donde la
molécula de interés mas grande queda en el retenido. Es una técnica conveniente y eficaz para extraer o
intercambiar sales, extraer detergentes, separar moléculas libres de las unidas, extraer materiales de peso molecular
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bajo o cambiar rapidamente el entorno iénico o pH. El proceso tipicamente emplea una membrana de microfiltracion
que se utiliza para extraer un producto de interés de una suspension mientras se mantiene la concentracion de la
suspensién como una constante.

Corriente de alimentacion

El material bruto o disolucion bruta proporcionado para un proceso o método que contiene una proteina de interés y
que también puede contener diversos contaminantes incluidos microorganismos, virus y fragmentos celulares. Una
corriente de alimentacion preferida de la presente invencidon es leche transgénica que contiene una proteina
exogena de interés.

Torta de filtracion

Solidos retenidos y medios de filtracion en el elemento de filtracion.

Flujo de filtrado (J)

Representa la tasa en la que una porcién de la muestra ha pasado a través de la membrana.
Velocidad de flujo (V)

La velocidad en la que el flujo pasa por la superficie de la membrana se considera la velocidad de flujo de fluido. El
flujo de producto se medira a medida que se varie la velocidad de flujo. La relacion entre las dos variables permitira
determinar una ventana de operacion éptima para el flujo.

Fraccionamiento
La separacion de moléculas preferida basada en un resto fisico o quimico.
Capa de gel

La capa microscopicamente delgada de moléculas que puede formarse sobre la parte superior de una membrana.
Puede afectar la retencion de moléculas por la obstruccion de la superficie de la membrana y reducir asi el flujo del
filtrado.

Clasificacion del tamario de los poros de la membrana (MPSR, por sus siglas en inglés)

Una clasificacion del tamafio de los poros de la membrana, tipicamente presentada como un valor en micrones,
indica que las particulas mas grandes que la clasificacion seran retenidas por la membrana.

Corte de peso molecular nominal (NMWCO, por sus siglas en inglés)

La designacion del tamafio (kilodaltons) para las membranas de ultrafiltracion. EI NMWCO se define como el peso
molecular de la proteina globular que se retiene en un 90 % en la membrana.

Limites del peso molecular nominal (NMWL, por sus siglas en inglés)

Un sistema de clasificacion de membranas que indica que la mayoria de las macromoléculas disueltas con pesos
moleculares mas altos que el NMWL y algunas con pesos moleculares mas bajos que el NMWL seran retenidas por
la membrana en cuestion.

Permeabilidad de agua normalizada (NWP, por sus siglas en inglés)

La tasa de flujo de filtrado de agua establecida a una tasa de recirculacion especifica durante la limpieza inicial del
dispositivo de TFF. Este valor se utiliza para calcular la recuperaciéon de la membrana.

Microfiltracion

La microfiltracion es un proceso de separacion solido-liquido a presion. Segun la invencion, las técnicas de
microfiltracion son capaces de extraer solidos suspendidos en el rango de 0,10-1,0 micrén. En comparacion, la
ultrafiltracion se utiliza normalmente con solidos en el rango de 0,01-0,10.

Molécula de interés

Particulas u otros especies de moléculas que se separaran de una disolucién o suspension en un fluido, por €j., un

liquido. Las particulas o moléculas de interés se separan del fluido y, en la mayoria de los casos, de otras particulas

o moléculas en el fluido. El tamafio de la molécula de interés que se separara determinara el tamaio del poro de la

membrana que se utilizara. Preferiblemente, las moléculas de interés son de origen biolégico o bioquimico o

producidas mediante procesos transgénicos o in vitro e incluyen proteinas, péptido, polipéptidos, anticuerpos o
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fragmentos de anticuerpo. Los ejemplos de origenes de corriente de alimentacion preferidos incluyen leche de
mamiferos, cultivo celular de mamiferos y cultivo celular de microorganismos tales como bacterias, hongos y
levadura. Cabe sefialar también que las especies que se extraeran por filtracion incluyen polipéptidos, proteinas,
componentes celulares, ADN, coloides, micoplasma, endotoxinas, virus, carbohidratos y otras moléculas de interés
bioldgico no deseables, estén glicosiladas o no.

Prerrecubrimiento

Un prerrecubrimiento es una capa delgada, tipicamente de entre 1,5 y 3,0 mm, de un auxiliar de filiracion que se
aplica al tabique antes del proceso de filtracion real. En general no se necesita un prerrecubrimiento cuando se
utiliza un filtro de profundidad como el tabique

Filtracion de flujo tangencial

Un proceso en el que la mezcla de fluido que contiene los componentes que se separaran por filtracion se recircula a
velocidades tangenciales altas hacia el plano de la membrana para aumentar el coeficiente de transferencia de
masa para la retrodifusion. En dichas filtraciones, se aplica una caida de presién a lo largo de la longitud de la
membrana para provocar que el fluido y los solutos filtrables fluyan a través del filtro. Esta filtracion se lleva a cabo
de forma adecuada como un proceso en lotes asi como un proceso de flujo continuo. Por ejemplo, se puede hacer
pasar la disolucién de forma repetida por la membrana mientras que dicho fluido que pasa a través del filtro se
extrae de forma continua hacia una unidad separada o se pasa la disolucién una vez por la membrana y el fluido que
pasa a través del filtro se procesa de forma continua mas adelante.

Recuperacion

La cantidad de una molécula de interés que se puede recuperar tras el proceso. En general, se expresa como un
porcentaje del material de partida o rendimiento.

Retenido

La porcién de la muestra que no pasa a través de la membrana, también conocida como concentrado. El retenido se
recircula durante la TFF.

La industria de productos biolégicos muestra una preocupacion creciente por la seguridad y pureza de los productos,
asi como el costo de las mercaderias. La utilizacion de DF, segun la presente invencion, es un método rapido, mas
econdémico y eficaz para la separacion de biomoléculas. Se puede aplicar a una amplia gama de campos de la
biologia como la inmunologia, quimica de proteinas, biologia molecular, bioquimica y microbiologia.

Cabe sefialar también que los productos biofarmacéuticos manipulados genéticamente se purifican a partir de un
sobrenadante que contiene una variedad de contaminantes diversos de la célula hospedadora. La cromatografia
liquida en fase inversa de alto rendimiento (RP-HPLC, por sus siglas en inglés) es otro método que se puede utilizar
para la purificacion proteica dado que puede separar de forma eficaz especies moleculares que son
excepcionalmente similares entre si en términos de estructura o peso. Se han publicado procedimientos que utilizan
RP-HPLC para muchas moléculas. McDonald y Bidlingmeyer, "Strategies for Successful Preparative Liquid
Chromatography”, PREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY, Brian A. Bidlingmeyer (Nueva York: Elsevier
Science Publishing, 1987), tomo 38, pags. 1-104; Lee et al., Preparative HPLC. En el 8° Simposio de biotecnologia,
Pt. 1, 593-610 (1988). Sin embargo, a escala comercial la RP-HPLC no es tan rentable ni eficaz como la presente
invencion.

La presente invencion proporciona los resultados de la clarificacion de leche de cabra transgénica utilizando filtracion
de «extremo cerrado» o «filtracion en profundidad». Hasta el uso de estas sales tampdn especificas en la leche, la
misma no se podria clarificar de forma eficaz utilizando DF debido a que el tamafo de la micela de caseina era
demasiado pequefio para quedar retenido en estos filtros gruesos. Los filtros finos capaces de retener la caseina se
obstruian rapidamente y no se podian utilizar con eficacia. Segun una realizacion preferida de la presente invencion,
la leche de un animal lechero transgénico, una cabra, se purificé en un material a granel clarificado utilizando
filtracion en profundidad. La ventaja de la filtracion en profundidad con respecto a la filtracion de flujo tangencial es
que no se necesita recirculacion para la filtracion del proceso. El liquido simplemente se bombea a través del
sistema y el filirado sale por la corriente posterior del filtro designado. Los elementos de filtro luego se desechan,
eliminado asi la necesidad de limpiar los filtros. Ademas, la leche que se clarifica utilizando filtracién en profundidad
se produce en una unica etapa, en oposicion al largo proceso de recirculacion requerido por la filtracion de flujo
tangencial u otros esquemas de filtracion. Se podrian aplicar también usos similares de las realizaciones de la
presente invencioén para aislar una proteina de interés a partir de una corriente de alimentacién de cultivo celular.

Etapas del proceso

Las etapas del proceso a partir de mamiferos transgénicos incluyen las siguientes:

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2616092 T3

1. Recoleccion de la leche, recoleccion de cada animal

2. Diluir la leche 1:1 con sulfato de amonio 3,8M

3. Llevar a cabo la filtracién en profundidad / filtracion aséptica por 0,2 um
Recoleccién del permeado

La presente invencion contempla en especial aplicaciones de filtro de un tipo donde el medio de filtracion en general
no se redutiliza sino que se desecha junto con los sélidos en particulas extraidos del fluido que se esta filtrando. Dado
que los solidos en particulas representan un componente de desecho necesario, la cantidad total de sélido que se
desechara a partir de la aplicacion de filtracion se puede minimizar mejor reduciendo la cantidad de medios de
filtracion que acompanian a los solidos en particulas y/o aumentando la cantidad de soélidos retenidos por unidad de
volumen de medio de filtracion.

Para aplicaciones de filtro del tipo mencionado anteriormente, se han utilizado desde hace tiempo medios de
filtracion donde se disponen capas delgadas y abiertas de resistencia en humedo en superficies opuestas de los
medios de filtracion. La estructura relativamente delgada y abierta de las capas de resistencia en hiumedo es
deseable para permitir que se filtre el flujp maximo de fluido a través de los medios de filtracion. Tipicamente, se
disponen una o mas capas de material de tabique de filtro entre las capas de resistencia en humedo para lograr una
filtracion en profundidad tal como se describid anteriormente. Ademas, las capas de resistencia en humedo
tipicamente se unen al material de tabique de filtro, preferiblemente mediante un aglutinante o adhesivo que se
pulveriza normalmente sobre una superficie del material de tabique de filtro. La capa de resistencia en hiumedo luego
se prensan sobre el material de tabique de filtro a efectos de unir las dos capas entre si. La unién de las capas es en
general necesaria para mantener la continuidad de los medios de filtracion, por ejemplo, cuando se reemplazan en el
aparato de filtracion. La capa de resistencia en humedo, por si misma, es tipicamente bastante abierta y representa
muy poca interferencia para el flujo de liquido que se filtrara a través de los medios de filtracion. Sin embargo, el
modo en que el aglutinante normalmente se aplica para unir la capa de resistencia en himedo al material de tabique
de filtro tipicamente resulta en que el propio aglutinante es una causa de atascamiento o reduccion del flujo mucho
mayor que la propia capa de resistencia en humedo.

Principios basicos de la filtracién en profundidad

En general, un medio de filtracion en profundidad es el que tiene vias sustancialmente tortuosas que son capaces de
recibir y retener material en particulas mas pequefas sobre y dentro de la secciéon transversal del propio medio de
filtracion. Preferiblemente, el medio de filtracién en profundidad se forma con una matriz de fibras multidireccionales
que forman pasajes tortuosos de forma que son capaces de atrapar y retener las particulas mas pequefias. Un
medio de filtracion en profundidad logra la filtracion al menos parcialmente debido a que se provoca que el fluido que
pasa a través del medio de filtracion cambie de direccion a medida que pasa a través de las fibras
multidireccionales. Esto, a su vez, provoca que el material en particulas muy finas en el liquido se deposite y retenga
en nichos y grietas incluso aunque las particulas puedan ser mas pequefas que las aberturas en el medio.

En la presente se proporciona un proceso de filtracion en profundidad para extraer restos celulares, proteinas de la
leche contaminantes insolubles, grasas y precipitado de acido nucleico. Esta etapa proporciona un medio
conveniente para extraer de forma econémica restos celulares, proteinas contaminantes y precipitado. Para elegir un
filtro o esquema de filtracion fue necesario garantizar un rendimiento sélido en caso de que se produjeran cambios o
variaciones en un punto anterior. Para mantener el equilibrio entre el buen rendimiento de clarificacion y rentabilidad
escalonada es necesario investigar una amplia variedad de tipos de filtro con medio internos variables. Los filtros
adecuados pueden utilizar filtros de celulosa, filtros de celulosa regenerados, fibras de celulosa combinadas con
auxiliares de filtracion inorganicos (por ej., tierra de diatomeas, perlita, silice pirdgena), fibras de celulosa
combinadas con auxiliares de filtracion inorganicos y resinas organicas o cualquier combinacion de estos, y filtros
poliméricos (los ejemplos incluyen a modo no taxativo, nailon, polipropileno, poliétersulfona) para lograr una
extraccion eficaz.

Filtracién en profundidad

La filtracion en profundidad es un proceso de tratamiento en el cual se utiliza el lecho filtrante entero para atrapar
particulas insolubles y suspendidas en sus huecos a medida que el agua fluye a través del mismo. El parche de
recoleccién de muestra puede incluir un material capaz de proporcionar una filtracién en profundidad de un muestra.
En la filtracion en profundidad, las particulas quedan atrapadas en la matriz y sobre la superficie del medio de
filtracion. Los filtros en profundidad estan compuestos por capas aleatorias de materiales metalicos, poliméricos,
inorganicos u organicos. Los filtros en profundidad dependen de la densidad y espesor de las capas para atrapar las
particulas y fluidos, y en general retienen grandes cantidades de particulas o fluidos dentro de las matrices. Ciertas
desventajas de los filtros en profundidad incluyen migraciéon del medio, que es el desvio del medio de filtracion
sometido a estrés y descarga de particulas en caidas de presién altas. Los ventajas de los filtros en profundidad
incluyen el costo reducido, alto rendimiento, capacidad de retencion de volumen alto, extracciéon de un intervalo de
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tamafios de particula y altas tasas de flujo. El extracto de moléculas intracelulares a continuacion se separa de la
suspension insoluble restante mediante filtracion en profundidad, por ejemplo, utilizando tierra de diatomeas en una
prensa filtradora de placas.

Con un medio de filtracién en profundidad tal como se contempla en la presente invencion, el medio de filtracion
tiene o forma pasajes a través de su matriz que son capaces de atrapar y retener particulas muy pequefas,
preferiblemente en el rango de aproximadamente 1-5 micrones.

Las composiciones para filtraciones varian. En aplicaciones de filtracion bruta o filtracién de grandes volumenes, se
han utilizado medios sueltos tales como tierra de diatomeas (restos corporales de animales extintos denominados
diatomeas) y/o perlita (un vidrio volcanico molido) como medio de filtracién en profundidad en filtros de hojas a
presion. En el pasado se combinaron celulosa, amianto u otras fibras sintéticas con dichos medios sueltos o se
utilizaron como materiales de prerrecubrimiento para evitar la migracién de las particulas auxiliares de filtracion a
través del soporte de tamiz de filtro. También se han utilizado membranas de fibra de celulosa porosas, membranas
ceramicas, resinas aglutinantes de resistencia en humedo y resinas aglutinantes de resistencia en seco.

A efectos de garantizar una eficacia continua de las técnicas de filtracion en profundidad de la invencién, también es
importante que el medio de filtracion permanezca abierto en su superficie superior o, dicho de otra forma, que no sea
obstruido por los componentes del propio medio de filtracion tales como la capa de resistencia en humedo o un
aglutinante asociado o por el material en particulas depositado a partir del liquido que se esta filtrando. La
innovacion de la presente invencion garantiza que el medio de filtracién en profundidad permanezca abierto al evitar
el uso de adhesivos o materiales de resistencia en hUmedo formados sobre la superficie superior del medio de
filtracion que recibe el liquido que se va a filtrar. Por consiguiente, es particularmente importante entender que la
filtracion en profundidad se logra por medio de la capa de tabique de filtro de la presente invenciéon y que la
superficie superior de la propia capa de tabique de filtro permanece expuesta para recibir el liquido que se va a
filtrar.

En relacion con el tamafio de particulas, en general se contempla que la filtracion en profundidad a efectos de la
presente invencion incluya aplicaciones donde el tamafio de particulas minimo es de aproximadamente 50 micrones
o menor, siendo normalmente una porcion sustancial de los sélidos en particulas menor que 50 micrones. De forma
mas preferible, la filtracién en profundidad para la presente invenciéon se contempla con soélidos en particulas que
tienen un tamafio minimo en el rango de aproximadamente 1-25 micrones. Tal como resultara evidente a partir de la
siguiente descripcion, el medio de filtracion en profundidad de la presente invencién es particularmente util para
extraer una porcion sustancial de dichos sélidos en particulas.

Segun la invencién, hay al menos dos conceptos importantes que cooperan para formar la base de la presente
invencion. El primero implica la disociacion de las micelas de caseina en la leche con EDTA y la clarificacion de la
corriente de alimentacion con un filtro en profundidad. El segundo implica la aglomeracién de las micelas de caseina
con sulfato de amonio y la clarificacion de la leche utilizando un filtro en profundidad. La tecnologia es un proceso
nuevo que combina métodos existentes en una nueva forma para producir un resultado favorable. El uso de la
filtracién en profundidad para clarificar la leche no era fiable hasta que la leche se traté con un tampén para alterar el
estado de las micelas de caseina. Las realizaciones preferidas de la presente invencién se pueden poner en
funcionamiento en un sistema cerrado con un disefio de deslizamiento simple que mejora en gran medida la
capacidad de los usuarios para mantener un funcionamiento en conformidad con las Buenas Practicas de
Fabricacion («GMP», por sus siglas en inglés) y/o la contencién de los agentes que representan un peligro bioldgico.
El proceso también es mas rapido y requiere menos esfuerzo de mano de obra. Tipicamente, las tasas de flujo para
la filtracion estan entre 60 - 80LMH y entre 30 - 40 litros/m2 de leche que se pueden procesar en aproximadamente
2 horas.

El permeado resultante consiste en leche clarificada que contiene diversas proteinas de la leche solubles y la
proteina transgénica de interés. El retenido resultante (o capa de torta) que consiste en una suspension de proteinas
insolubles y grasa se puede lavar o solubilizar y pasar a través de un filtro en profundidad para recoleccion. La capa
de torta restante contiene los componentes insolubles restantes de la leche que normalmente se desechan.

Los métodos de filtracion del tipo contemplado en la presente invencién se llevan a cabo en un aparato de filtracion.
El aparato de filtracion se denomina comunmente prensa filtradora e incluyen placas de filtracion relativamente
moviles. Una de las placas de filtraciéon se conecta con una entrada para recibir el fluido que se va a filtrar.
Tipicamente, el fluido es un liquido e incluso mas tipicamente agua o fluidos basados en agua que contienen sélidos
en particulas que se extraeran durante el proceso de filtracion. La otra placa de filtracidon se conecta con una salida
para recibir el fluido que pasa a través del aparato de filtracion y que tiene los solidos en particulas extraidos. Por lo
tanto, el fluido filtrado se puede desechar o recircular para uso adicional, dependiendo de la aplicacién especifica en
la que se emplea el aparato de filtracion.

Para reemplazar el medio de filtracion, se interrumpe temporalmente el flujo de fluido a través del aparato de

filtracion, se vacia de fluido el ensamblaje de filtracion y las placas de filtracion se separan. A continuacion, se retira

el medio de filtracién del aparato de filtracién. Al mismo tiempo, se toma una porcién de superficie nueva del medio
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de filtracion, por ejemplo, desde un carrete de alimentacion en el aparato de filtraciéon. En dicho momento, las placas
de filtracion se vuelven a prensar y enganchar entre si para capturar y sellar el medio de filtracién nuevo entre
ambas placas y la operacion de filtracion se retoma con el flujo de fluido adicional desde la fuente.

Los materiales de microfibra adecuados segun la presente invencion incluyen vidrio, poliéster, polipropileno,
polietileno, nailon y otras fibras sintéticas que tienen en general caracteristicas similares. Se cree en general que
todas estas fibras sintéticas estan disponibles en las longitudes cortas y largas descritas anteriormente. Tipicamente,
las fibras sintéticas son relativamente lineales y redondas al tiempo que resisten normalmente la absorcion de
liquidos debido a su composicién sintética.

Una vez finalizada la precipitacién, a continuacién se lleva a cabo la filtracién en profundidad en cada alicuota
utilizado el mismo aparato de filtracion. Resultara evidente tras la lectura de la presente memoria descriptiva que los
procesos de la presente invencion son ampliables, en una gama que va desde la escala mas pequefia (por €j.,
pasadas de aproximadamente 5-10 litros) hasta preparaciones a escalas comerciales, tales como pasadas de
produccion de 1.000 a 5.000. Segun la presente invencion el proceso se ampliara de forma lineal. Las etapas
iniciales del proceso (precipitacion, filtracion en profundidad y ultrafiliracion) se amplian con el volumen de la
corriente de alimentacion mientras que la cromatografia de intercambio aniénico y las etapas posteriores se amplian
con la entrada de particulas viricas.

Se puede agregar filtracion estéril al presente proceso para eliminar la carga biolégica. El filtro estéril se puede
construir con una variedad de materiales distintos que se conocen en la técnica y estan disponibles para el experto.
Estos materiales pueden incluir, a modo no taxativo, polipropileno, celulosa, celulosa regenerada, ésteres de
celulosa, nailon, poliétersulfona o cualquier otro material que presenta una escasa unién con el producto. El filtro
puede tener una Unica capa de membrana o incorporar un prefiliro de un material igual o diferente. El producto se
puede mantener congelado o a aproximadamente 4° C para formulacion y relleno posteriores.

Segun ofra realizacion, también se puede agregar una etapa de purificacion ortogonal para obtener una depuracion
de impurezas, asi como una etapa de depuracion de agentes adventicios. Las etapas de purificacion ortogonal no
son necesarias inevitablemente y el experto en la técnica puede evaluarlas e implementarlas en funciéon de la
necesidad. Las etapas potenciales incluyen cromatografia de intercambio catiénico de flujo continuo, adsorcion en
fase inversa y cromatografia de hidroxiapatita. También se puede considerar una etapa de cromatografia de
intercambio aniénico para extraer impurezas adicionales. Esta etapa se puede poner en funcionamiento en modo de
union/elucion o flujo continuo. La etapa se puede aplicar después de la etapa de ultrafiltracion finalizando la UF con
una diafiltracién en un tampdn adecuado tal como solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés).

Segun la presente invencion, se selecciona una proteina recombinante, rhAT, para utilizar en el desarrollo de nuevas
técnicas de clarificacion. Esta proteina se expresa en la leche transgénica que se debe clarificar antes de la
purificacién. La filtraciéon en profundidad utilizando medios de filtracién en profundidad ofrece una alternativa
atractiva a la centrifugacion o filtracion de flujo tangencial. Es de uso sencillo, tiene costos iniciales bajos asociados
con el montaje y es desechable. El objetivo de la clarificacionffiltracion aséptica de la leche es aislar los
componentes soluble de la leche, denominados proteinas de lactosuero y proporcionar un producto
microbiolégicamente estable. Las proteinas de lactosuero incluyen IgG, lactoferrina, albdimina, caseina residual
soluble, lactoglobulina, lactalbumina y la proteina rhAT recombinante. La leche también contiene materia en
particulas tales como glébulos de grasa, micelas de caseina y restos celulares. En referencia a la Figura 1, las
particulas se pueden separar de las proteinas de lactosuero, una vez finalizada la precipitacién, al pasarlas a través
de un filtro en profundidad de 5 um.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, una etapa esencial para clarificar una corriente de
alimentacion de leche utilizando filtros en profundidad es precipitar parcialmente las micelas de caseina utilizando
sulfato de amonio. En presencia de 1,9M de sulfato de amonio a pH 6,5, la caseina comienza a aglomerarse y el
aglomerado se retiene facilmente en los filtros en profundidad mas abiertos. Ademas, otras proteinas de la leche
menos solubles precipitan, la IgG, a modo de ejemplo, también se extrae utilizando este método. Por ultima, los
glébulos de grasa y restos celulares se extraen faciimente mediante el filtro, proporcionando proteinas de lactosuero
clarificadas en el filtrado. Segun la invencidn, a continuacion el filirado se puede filtrar asépticamente y almacenar a
4C° antes de la purificacion.

Segun una realizacion de la presente invencion, se proporcionan técnicas de DF de la invencion y posteriormente
técnicas de purificacion mejoradas que conducen a una composicion terapéutica de grado farmacéutico que es
bioactiva. Este proceso se puede lograr clarificando adicionalmente una corriente de alimentacioén fraccionada de DF
utilizando una serie de columnas de cromatografia de intercambio iénico. Dichas columnas contendran
preferiblemente una resina de intercambio pero también puede ser una resina de afinidad, mientras los
contaminantes se capturan en columnas adicionales o se extraen por lavado. La molécula de interés a continuacién
se recoge y se prepara para administracion.
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Segun realizaciones preferidas de la presente invencion, se llevaron a cabo pasadas de procesamiento de DF
utilizando una camara de prueba de 90 mm y un disco de medio de filtracion. Los experimentos iniciales
reconocieron cuatro grados diferentes de medios que variaban de 2,5um hasta 15um de «tamafio de poro». Tras
seleccionar el grado ideal del medio, la leche clarificada se purificd y utilizé en la primera etapa del proceso de
purificacién a escala reducida. Los resultados de esta porcion del experimento confirmaron que la tecnologia es
comparable con la leche clarificada mas convencional que utiliza filtracion en flujo tangencial.

Materiales y métodos

Materiales

Descripcion Numero de pieza
» Camara de prueba de 90 mm ¢/ mandémetro M90 PD
* Bomba Masterflex L/S (10-600RPM) 07524-40
* Tuberia de silicona No. 14 Masterflex 96420-14
» Medio de filtracion Ertel Elsop - 2,5um M453

» Medio de filtracion Ertel Elsop - 5um M403

» Medio de filtracion Ertel Elsop - 10um M103

» Medio de filtracion Ertel Elsop - 15um MO053

* Prefiltro malla 2mm N/A

« Sulfato de amonio 3,8M, Fosfato sédico 0,2M, pH 6,5

Leche de cabra transgénica

La leche transgénica se recogié por separado de cada una de las cabras transgénicas y se mantuvo a 4 - 8 °C hasta
la clarificacion (<4 dias, a menos que se indique lo contrario).

Ndmero de cabra Fecha de recoleccion Temp. de almacenamiento
G0881 Ago. - Dic. 2005 4-8 °C
GO0737 Ago. - Dic. 2005 4-8 °C
C248 Ago. - Dic. 2005 4-8 °C
C239 Ago. - Dic. 2005 4-8 °C
B121 Ago. - Dic. 2005 4-8 °C

Clarificacion - Seleccion de medios

Se llevaron a cabo cuatro experimentos de clarificacion separados utilizando filtracion en profundidad (DF) con
parametros de funcionamiento similares. El objetivo de este experimento fue el de observar el efecto de los
diferentes grados de los medios en la clarificacion. Inicialmente se agregaron 150ml de leche al depdsito de
alimentacion desinfectado y se agregaron 150ml de sulfato de amonio 3,8M al depésito de tampon desinfectado del
sistema de microfiltracion (MF). A continuacion se utilizaron una bomba de cabezal doble y un mezclador estatico
para mezclar las dos corrientes en relaciones iguales. Después se hizo pasar la mezcla a través del grado de medio
seleccionado y se recogio el filtrado. La leche clarificada final se filtr6 de forma aséptica y se almacend en una
botella de PETG (siglas en inglés para tereftalato de polietileno modificado con glicol) a 4 °C.
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Métodos analiticos
* HPLC en fase inversa (RPC)

La cromatografia en fase inversa se llevé a cabo en cada una de las muestras para evaluar la concentracion de la
proteina rhAT aislada mediante esta etapa del proceso.

« SEC HPLC (RPC)

La cromatografia de exclusion por tamafios se llevé a cabo en cada una de las muestras para evaluar la cantidad de
monomero de rhAT en cada muestra.

» SDS PAGE no reducida (RPC)

La SDS PAGE se llevo a cabo en cada una de las muestras para evaluar la composicién proteica de la leche
clarificada.

Resultados
Clarificacion - Seleccion de medios

La clarificacion de leche transgénica con rhAT se llevé a cabo utilizando diferentes medios de filtracion en
profundidad entre 2,5 um y 15 um en condiciones de flujo similares. Los perfiles de presién para cada pasada se
pueden observar a continuacién en las graficas 1-4. Los resultados de rendimiento con respecto a resistencia se
pueden observar desde la parte superior izquierda hasta la parte inferior de la pagina. Tal como se esperaba, la
resistencia aumenta mas rapidamente en el grado de filtro mas estrecho, M453 (2,5um). La resistencia mas baja se
puede observar cuando se utiliza M053 (15um). Ademas, la claridad de filtrado mas elevada se observo en M453
(2.5um) y la mas baja en M053 (15um). Todas las muestras de leche clarificadas se filtraron de forma aséptica
utilizando un filtro de jeringa de 0,2um y se registré el rendimiento. Tal como se esperaba, el permeado de MF mas
claro tuvo el rendimiento mas elevado. Por este motivo se eligio el filtro de grado M403 (5um) ya que presento el
mejor equilibrio entre claridad y rendimiento.

Composicion de la leche:

La leche de vaca tiene aproximadamente 87 % de agua, 4-5 % de grasa, 5 % de carbohidrato y 3-4 % de proteina.
La leche de cabra y la leche de oveja tienen un contenido de grasa mas bajo pero un contenido de proteina mas
elevado. La lactosa es el principal carbohidrato en la leche de la mayoria de las especies y el componente menos
variable de la leche. El componente de grasa es una mezcla compleja de lipidos secretados como glébulos
compuestos principalmente por un triglicérido rodeado por una membrana de capa doble de lipidos, que ayuda a
estabilizar dichos glébulos de grasa en una emulsion dentro del entorno acuoso de la leche. Mas del 95 % del total
de lipidos de la leche estan en forma de glébulos que varian de 0,1 a 15 ym de diametro. Estas gotas de grasa
liqguida estan cubiertas por una membrana delgada, de 8-10 nm de espesor, con propiedades completamente
diferentes de las de la grasa de la leche y el plasma. La membrana de gldbulo de grasa (FGM, por sus siglas en
inglés) natural es una membrana plasmatica apical de la célula secretora que envuelve de forma continua las gotas
de lipidos a medida que pasan hacia el lumen. Por lo tanto, los principales componentes de la FGM natural son
proteina y fosfolipidos. La principal proteina de la leche es la caseina. Las fracciones de caseina principales son las
caseinas (s1) y (s2), -caseina y -caseina. La propiedad que las distingue de todas las caseinas es su baja
solubilidad a pH 4,6. Un factor comun en la composicion es que la caseinas son proteinas conjugadas, la mayoria
con grupo(s) fosfato esterificados con residuos serina. La mayoria, si no todas, se encuentra dentro de una
estructura denominada micela. Su funcién biolégica es la de llevar grandes cantidades de fosfato de calcio altamente
insoluble al mamifero lactante en forma liquida y formar un coagulo en el estdmago para lograr una nutricién mas
eficaz. Las micelas son moléculas coloidales con nucleos hidréfobos y superficies enriquecidas con caseina que se
mantienen unidas de forma holgada mediante moléculas de fosfato calcico. Forman grandes aglomerados con
diametros de 90-150 nm. Estos aglomerados son estructuras porosas que ocupan aproximadamente 4 mL/g y 6-12
% de la fraccion en volumen total de la leche. La estructura de la micela también contiene minerales, aminoacidos y
péptidos bioactivos.

Las proteinas de lactosuero también incluyen una larga lista de enzimas, hormonas, factores de crecimiento,
transportadores de nutrientes y factores de resistencia a enfermedades. Si la proteina producto tiende a asociarse
con la grasa o micelas, la purificacion se puede simplificar, pero este esquema es infrecuente. Las moléculas de
caseina se pueden separar del lactosuero al extraer por precipitacion la caseina con acido (una adicion lenta de 0,1-
N HCI para bajar el pH de la leche hasta 4,6) o al romper la estructura micelar utilizando hidrodlisis parcial de las
moléculas proteicas con una enzima proteolitica tal como quimosina. Sin embargo, estos métodos pueden resultar
en pérdidas de producto que pueden alcanzar el 40-60 %, lo cual conduce a rendimientos generales
considerablemente mas bajos (5-25 %) y baja actividad bioloégica. En cambio, las disoluciones de sal utilizadas en
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este método precipitan las micelas de caseina al tiempo que no crean una pérdida de producto siempre que la
proteina de interés permanezca soluble.

Leche como corriente de alimentacién

La leche puede ser el producto de un mamifero transgénico que contiene una sustancia biofarmacéutica u otra
molécula de interés. En una realizacién preferida, el sistema se disefia de forma tal que sea altamente selectivo para
la molécula de interés. La etapa de clarificacion extrae la materia en particulas mas grandes, tales como glébulos de
grasa y micelas de caseina de la corriente de alimentacion de leche. Las etapas de concentracion/fraccionamiento
extraen la mayor parte de las moléculas pequefas, incluidas la lactosa, minerales y agua, para aumentar la pureza y
reducir el volumen del producto. El producto del proceso DF a continuacién se concentra hasta un nivel adecuado
para una purificacion posterior 6ptima y una estabilidad general del producto. Este producto concentrado, que
contiene las moléculas de interés, a continuacion se filira de forma aséptica para garantizar una carga biolégica
minima (es decir, endotoxina) y mejorar la estabilidad de la molécula de interés durante periodos de tiempo
prolongados. Segun la realizacion preferida de la presente invencion, el producto a granel tendra una pureza de
entre 35 % y 65 % y pueden contener componentes tales como anticuerpos de cabra (tales como cabras
transgénicas), proteinas de lactosuero (B Lactoglobulina, a Lactalbumina y BSA) asi como niveles bajos de grasa y
caseina residuales. Este producto parcialmente purificado es un material de alimentacion de partida ideal para
técnicas cromatograficas convencionales posteriores para seleccionar y aislar adicionalmente las moléculas de
interés que podrian incluir, sin limitacién, una proteina recombinante producida en la leche, una inmunoglobulina
producida en la leche o una proteina de fusion.

Segun la presente invencion, se demuestra el objetivo de separar la proteina de interés de las proteinas
contaminantes utilizando DF. La meta de esta clarificacion es retener la grasa, caseina y proteinas precipitadas no
deseadas mientras pasa el producto soluble y las proteinas de la leche. Los resultados de RPC y SDS gel muestran
de forma concluyente que los componentes contaminantes de la leche se pueden reducir de forma eficaz durante la
clarificacion. Se extrae todo excepto el producto y las proteinas de la leche solubles de forma eficaz utilizando el
filtro de DF de 5um y los métodos de la invencion.

Clasificacion del tamario de los poros de la membrana (MPSR, por sus siglas en inglés)

El tamafio de poro de DF y la condicién del tampon de la leche tienen un rol importante en la eficacia de la
clarificacion. Se evaluaron diversos tamafios de poro de DF incluidos 2,5um, 5.0um, 10pum y 15um. Si el tamanio del
poro es demasiado pequefio como en el caso de 2,5um, el rendimiento y el flujo disminuyen, sin embargo, la
claridad del permeado es buena. Se evalu6 la calidad, rendimiento y flujo del permeado de cada tamafio de poro
mayor. Los filtros de 2,5um, 5,0um, 10um retuvieron todos la mayor parte de la grasa y los componentes de la leche
precipitados. El filtro de 15um no se pudo utilizar de forma eficaz para esta filtraciéon dado que la calidad del
permeado era mas baja y una porcion de la grasa paso a través de la membrana creando un permeado opacificado.
El filtro de 5,0um exhibid el mejor rendimiento, flujo y calidad de permeado inicialmente y después de la
optimizacion. El tamafio del poro de este filtro resultd ser el tamafio mas grande que se puede utilizar, que aun es
capaz de retener los contaminantes de la leche insolubles.

En relacion con las Figuras 2A-2D, las mismas demuestran la resistencia del filtro y el rendimiento volumétrico de
acuerdo con la realizacién preferida de la invencion.

En relacion con la Figura 3, se proporciona una SDS PAGE no reducida que confirma que la mayor parte de la rhAT
se recupero en el filtrado de cada uno de los experimentos segun la presente invencion. También cabe sefialar la
similitud entre cada una de las corrientes de filtrado (Fig. 3).

Clarificacion / Purificacion

En relacion con la Figura 4, luego de elegir el filtro grado M403 (5,0pm) para la filtraciéon en profundidad/clarificacion
de la leche entera, se agruparon varios lotes, se concentraron y se diafiltraron utilizando una membrana de
ultrafiltracion de 30kD. Esta muestra agrupado luego se purificé utilizando una columna de heparina de 16ml. La
leche clarificada de la presente clarificacion de 500 K y el proceso de TFF doble con 0,1 pm también se compararon.
En la Fig. 11, la SDS PAGE muestra que los carriles 2, 7 y 11 contienen la fracciéon de eluciéon de rhAT purificada.
Tal como se puede observar, cada una es similar en composicién excepto la del carril 11 donde se puede observar
un aglomerado. Este aglomerado fue mas evidente en la muestra de TFF doble con 0,1um.

En los datos para la invencion proporcionados en la presente se muestra que la clarificacion utilizando filtracion en
profundidad es fiable y puede optimizar la purificacion de varias moléculas a partir de una corriente de alimentacion
de leche. Se sefiala que segun las realizaciones preferidas de la presente invencion, los procesos son ampliables,
economicos y tienen un rendimiento de producto alto sostenido (>90 %).

Otros datos indican que la ampliacion del disco de 90mm a un cartucho lenticular de ‘I,1pies2 mejora la eficacia del
proceso global. Este cartucho tendra el potencial de clarificar 3 litros de leche entera.
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Procesamiento de la leche

Segun los métodos de la presente invencion, es preferible si la temperatura de la leche se eleva hasta 15-25 °C
después de agruparla. La leche se agrupa en un depdsito y se prepara un volumen igual de tampén de sal en un
segundo deposito. A continuacion se conectan los dos depdsitos a una bomba y un mezclador estatico en linea.
Luego de conectar el conducto de corriente de alimentacion al elemento de filiro, la bomba se enciende para
combinar la leche y el tampon antes de la filtracion. El uso del mezclador estatico es importante dado que el tiempo
de mezclado y resonancia es uniforme a lo largo de toda la filtracion. Mezclar la leche y el tampdn en un tanque a
granel antes de la filtracion es menos deseable dado que el tiempo que la mezcla descansa antes de la filtracion es
variable. La bomba se ajusta hasta la tasa de flujo deseada en funcién del flujo promedio de 50LMH. Después de 5
minutos, se toma(n) la(s) muestras(s) de permeado inicial(es) y se verifican las presiones criticas y las tasas de flujo.
La DF se lleva a cabo a 50LMH con menos de 15psi de presién de transmembrana a lo largo de la filtracion. La
temperatura de la leche debe permanecer en 20 °C + 5. Luego de que se haya consumido el volumen total de leche
y tampdn, se agrega un volumen de tampon igual al 10 % del volumen de leche de partida al filtro para garantizar
que la mayor parte de la proteina soluble haya pasado al permeado.

Tras finalizar la filtracion, el recipiente de recoleccion del permeado se desconecta, los filtros se desechan y el
sistema se drena y limpia. El permeado clarificado de DF se filtra de forma aséptica y se almacena a 4 °C antes de
la purificacién posterior.

Produccién de animal transgénico

Otros problemas afectan el rendimiento global de cualquier proceso de fabricacién que incluye mamiferos
transgénicos: estabilidad de las construcciones, control de la expresiéon y variaciones estacionales en la lactacion,
entre otros. Una comprension cabal de la salud vy fisiologia de las especies de ganado utilizadas es esencial dado
que un animal transgénico puede vivir durante 7-10 afios y experimentara cambios fisioldgicos y diversos entornos a
lo largo de su vida a medida que se desarrolla, pare y en ultima instancia lacta. Los procesos de recuperacion deben
ser suficientemente soélidos para manejar dichos cambios, pero si los avances en nuestra comprension de la
composicion de la leche y las técnica de bioprocesamiento contindian, dichos desafios se superaran también.

Segun la presente invencion, la extraccion de una molécula de interés de una corriente de alimentacion dada en
preparacion para uso por un usuario final se podria concluir con una serie de etapas de purificacién adicionales. En
general, se prefiere un proceso de multiples etapas, pero no es necesario. Un proceso de dos o tres etapas de
ejemplo consistiria en un filtro(s) grueso(s) para extraer el precipitado grande y restos celulares, posteriormente se
procederia a una segunda etapa de pulido con un filtro(s) con tamafios de poro nominales mayores que 0,2
micrones pero menores que 1 micrén. La combinacion optima sera una funcion de la distribucién del tamafio del
precipitado asi como otras variables. Ademas, las operaciones de una sola etapa que emplean un filtro relativamente
estrecho o centrifugacion producen también un producto de buena calidad. Desde un punto de vista mas general,
cualquier enfoque de clarificaciéon que incluye filtracion de extremo cerrado, microfiltracion, centrifugacion o
alimentacion de relleno de auxiliares de filtracion (por ejemplo, tierra de diatomeas) en combinacion con filtracion de
extremo cerrado o en profundidad, que proporcionan un filtrado de claridad adecuada para no provocar
incrustaciones en la membrana y/o resina en las etapas posteriores, sera aceptable para poner en practica dentro de
la presente invencion.

Protocolos de limpieza y almacenamiento

La limpieza de los filtros DF no es necesaria ya que son desechables; es una de las ventajas obvias con respecto a
sistemas reutilizables que requieren un gran volumen de disolucién de limpieza y agua. Luego de finalizar la
filtracion, los elementos de filtracion se extraen y desechan. A continuacion, el alojamiento del filtro, el recipiente de
alimentacion y la bomba son los Unicos componentes que requieren limpieza. Se ha demostrado que un ciclo de
treinta (30) minutos con hidréxido de sodio 0,5M y posteriormente acido citrico 0,3M es eficaz cuando se limpian
componentes de acero inoxidable en la industria lechera. Luego de finalizar el ciclo de limpieza, los componentes se
enjuagan con agua y los filtros se vuelven a instalar antes del siguiente uso.

Produccién recombinante

Una cantidad creciente de proteinas recombinantes se estan desarrollando para aplicaciones terapéuticas y de
diagnostico. Sin embargo, muchas de estas proteinas pueden resultar costosas o dificiles de producir en una forma
funcional y/o en las cantidades necesarios mediante el uso de métodos convencionales. Los métodos
convencionales implican la inserciéon de un gen responsable de la produccién de una proteina especifica en células
hospedadoras tales como bacterias, levadura o células de mamiferos, p. €j., células COS o CHO y luego el cultivo
de las células en medios de cultivo. A continuacién, las células cultivadas sintetizan la proteina deseada. Los
sistemas tradicionales de bacterias o levadura pueden no ser capaces de producir muchas proteinas complejas en
una forma funcional. Aunque las células de mamiferos pueden reproducir proteinas complejas, en general su cultivo
es dificil y costoso y a menudo producen solo cantidades en mg/L de la proteina. Ademas, las proteinas no
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secretadas son relativamente dificiles de purificar a partir de células procariontes o de mamiferos dado que no se
secretan en el medio de cultivo.

En general, la tecnologia transgénica presenta un método para producir y secretar una proteina que normalmente no
se secreta (un proteina no secretada). EI método incluye expresar la proteina a partir de una construccion de acido
nucleico que incluye:

(a) un promotor, p. €j., un promotor especifico del epitelio mamario, p. €j., un promotor de proteina de la leche;

(b) una secuencia sefal que puede dirigir la secrecion de una proteina, p. €j., una secuencia sefial de una proteina
especifica de la leche;

(c) opcionalmente, una secuencia que codifica para un porcién suficiente de la region codifican del extremo aminico
de una proteina secretada, p. €j., una proteina secretada en la leche, para posibilitar la secrecion, p. €j., en la leche
de un animal transgénico, de la proteina no secretada; y

(d) una secuencia que codifica para una proteina no secretada,
donde los elementos (a), (b), opcionalmente (c) y (d) preferiblemente se enlazan de forma funcional en el orden
indicado.

En realizaciones preferidas: los elementos a, b, c (si esta presente) y d son del mismo gen; los elementos a, b, c (si
esta presente) y d son de dos o mas genes.

En realizaciones preferidas la secrecion es en la leche de un mamifero transgénico.

En realizaciones preferidas: la secuencia sefial es la secuencia sefial de B-caseina; el promotor es la secuencia
promotora de B-caseina.

En realizaciones preferidas la secuencia codificante de proteina no secretada: es de origen humano; codifica para un
polipéptido truncado, nuclear o citoplasmatico; codifica para la seroalbumina humana u otra proteina de interés
deseada.

La puesta en practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN
recombinante e inmunologia, que estan dentro del conocimiento de la técnica. Tales técnicas se describen en la
literatura.

Si bien la invencion que antecede se describioé con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo a los efectos de
lograr la comprension, resultara evidente para los expertos que se pueden realizar determinados cambios y
modificaciones. Por consiguiente, la descripcion y los ejemplos no deben ser interpretados como limitaciones del
alcance de la invencion, que se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, se entendera que las realizaciones de la presente invencion que proporcionan un método” de
filtracion en profundidad mejorado para generar un rendimiento alto de una molécula de interés a partir de una
corriente de alimentacion dada son meramente ilustrativas de la aplicaciéon de los principios de la invencion.
Resultara evidente a partir de la precedente descripciéon que se puede recurrir a cambios en la forma, métodos de
uso y aplicaciones de los elementos divulgados sin apartarse del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para separar una proteina de interés de una corriente de alimentacion que comprende leche de un
mamifero transgénico, mediante un proceso de filtracion en profundidad que separa una proteina de interés de dicha
corriente de alimentacion en funcién del tamarfio de las particulas, donde el contenido de leche se combina 1:1 con
sulfato de amonio 3,8M antes de llevar a cabo la filtracién en profundidad.

2. El método de la reivindicacion 1, donde el proceso de filtracion en profundidad comprende una matriz de filtracion
capaz de atrapar particulas en el rango de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 micrones.

3. El método de la reivindicacion 1, donde el proceso de filtracién en profundidad comprende una matriz de filtraciéon
capaz de atrapar particulas en el rango de 5 a 50 micrones.

4. El método de la reivindicacién 1, donde las proteinas caseina de la leche se disocian del resto de la corriente de
alimentacion por medio del contacto con EDTA.

5. El método de la reivindicacion 1, donde la proteina de interés tiene un peso molecular de entre 1 y 1000kDa.

6. El método de la reivindicacion 1, donde dicha corriente de alimentacion se diluye antes de la filtracion en
profundidad.

7. El método de la reivindicacién 1, donde la proteina de interés es bioactiva.

8. El método de la reivindicacion 1, donde el proceso de filtracién en profundidad se lleva a cabo a un pH por encima
de aquel en que la proteina de interés no precipita.

9. El método de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas una etapa de fraccionamiento que utiliza una membrana
de filtracion de celulosa.

10. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de cromatografia catidnica después de la
etapa de filtracion.

11. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de cromatografia de exclusion por tamarios
después de la etapa de filtracion.

12. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de cromatografia en fase inversa después
de la etapa de filtracion.

13. El método de la reivindicaciéon 1, donde el proceso de filtracion en profundidad se lleva a cabo a un flujo de
permeacion de menos de 30 Imh.

14. El método de la reivindicacion 1, donde la corriente de alimentacién concentracion tiene de 0,5 partes a 3 partes
leche natural.

15. El método de la reivindicacion 1, donde el proceso de filtracion en profundidad se lleva a cabo al pH isoeléctrico
de la proteina de interés.
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Clarificacion de rhAT
Ltilizando filtracion en profundidad

Clanficacion Purificacian
antenor UF/DF
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(~3um) log forma posterior
aseplica
J
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Fig. 1
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Matriz de DFF de rhAT
N.R. SDS PAGE

1.PM Tip.

L Inicio - Agrup.
3.M053-1
4.M103-2

5.M403 -3

6.M053 -4

7.M053 - 4(c/0.2 um)
8.M453-1

9. M403 -2 (c/0,2 wm)
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Filtracion en profundidad de
rhAT

1. PM Tip.

2. Permeado 500K

3. Elu. Hep.
4. Permeado filtracion en

profundidad A_ S.
5. F.T. Hep.

6. Lavado Hep.

7. Elucidn Hep. 1h
8. TFF Pall 0, 1pm
9 FT.Hep.

10. Lavado Hep.
11. Elucion Hep. 1h
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Diagrama de flujo del proceso de filtracion
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Proceso transgénico

Etapa N.° 1 - Desarrollo de construccion de
LADN (acoplar un vector de ADN promotor
al ADN de la proteina del cliente)
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Diagrama de sistema DF
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Rendimiento volumétrico
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Filtracion en profundidad de
rhAT

1. PM Tip.

L Agrup.

3.Leche entera diluida 1:1
4, Agrup.

5. Permeado 500K

6. TFF doble Pall 0, 1pm _
7 Filtracion en profundidad A.S.

1
8. Filtracion en profundidad AS.
(pH 4,0)

L
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Filtracion en profundidad de
rhAT

1.PM Tip.
2. Permeado S00K

3.Elu. Hep.
g, Filtracion en profundidad

{Testiao - 4C)
5.F.T. Hep.

6.Lavado Hep.

7Elucion Hep. 2h
g Filtracion en profundidad (10h

- 60C)
9.F.T. Hep.

10. Lavado Hep.
11. Elucidn Hep. 3h

L,
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=== VWD1 A, Longitud de onda=280 nm

— VWD1 A, Longitud de onda=280 nm
——==== VWD1 A, Longitud de onda=280 nm

------- 500K/ Testigo Hep (Hep) 1,4 %
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