ES 2 687 250 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

AT g N
= ESPANA @NUmero de publicacién: 2 687 250
Eint. a1

CO7K 1/18 (2006.01)
CO7K 14/765 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 09.05.2013  PCT/CN2013/075405
Fecha y numero de publicacién internacional: 26.06.2014 WO14094406

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  09.05.2013 E 13864364 (8)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 13.06.2018  EP 2937359

Tl'tulo: Procedimiento cromatogréfico para aislar y purificar alboimina sérica humana recombinante
de alta pureza

Prioridad: @ Titular/es:

21.12.2012 CN 201210559390 WUHAN HEALTHGEN BIOTECHNOLOGY CORP
(100.0%)
L L, No0.666 Gaoxin Avenue,
;ggtzzc?gnp;gI;gac;(t):n)t/emenCIon en BOPI de la East Lake High-Tech Development
24.10.2018 P ’ Zone Wuhan, Hubei 430079, CN

@ Inventor/es:
YANG, DAICHANG;
SHI, BO;
SHI, QIANNI;

OU, JIQUAN y
LIU, JINGRU

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687250 T3

DESCRIPCION
Procedimiento cromatografico para aislar y purificar albimina sérica humana recombinante de alta pureza
Campo de la invencion

La invencién pertenece al campo de la biotecnologia y, en particular, se refiere a un procedimiento para aislar y
purificar albimina sérica humana recombinante de alta pureza (OsrHSA) para aplicacién clinica.

Antecedentes de la invenciéon

La albumina sérica humana (HSA) es una proteina de cadena sencilla no glicosilada que consiste en 585
aminoécidos, que tiene un peso molecular de 66,5 kDa y un punto isoeléctrico de entre 4,7-4,9. Es la proteina mas
abundante en el plasma sanguineo humano, constituyendo aproximadamente el 60 % del total de las proteinas
plasmaticas. 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 fisiologicas normales de los seres humanos, la HSA tiene un efecto de mantener de la presién osmatica
coloidal del plasma, nutrir, acelerar la concrescencia de heridas y actuar como vehiculo, participando en el transporte
de muchas moléculas biologicas hidrofébicas, tales como hormonas, sustancias bioldgicas activas y farmacos, en la
sangre. Por lo tanto, la HSA es una proteina importante a nivel médico que se usa principalmente de forma clinica
para el tratamiento de la hipoproteinemia provocada por pérdida de sangre, quemaduras, escaldaduras, cirugia
plastica y lesion cerebral, asi como para el tratamiento de la cirrosis hepética, la hidronefrosis, etc.

En la actualidad, la HSA para uso clinico se prepara principalmente extrayéndola y aislandola del plasma humano.
Sin embargo, esta estrategia de preparacion tiene las siguientes desventajas: por un lado, la fuente de plasma es
insuficiente, es decir, el limitado suministro de sangre no es capaz de satisfacer las demandas de produccion 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 tales como el virus de la hepatitis, el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), etc., lo que provoca una enorme preocupacion acerca de la aplicacion de
HSA extraida de plasma.

Con el desarrollo de las modernas técnicas de sintesis y ADN recombinante, los investigadores se toman un
profundo interés en la produccion y aplicacién de albimina sérica humana recombinante (OsrHSA) Hasta ahora, se
han intentado usar diversos sistemas de expresion para la produccién en masa de OsrHSA. Por ejemplo, procariotas
tales como E. coli (Latta, M. y col., Bio/Technology, 5:1309-1314,(1987)), Bacillus subtilis (Saunders, C. W. y col., J.
Bacteriol. 169: 2917-2925, (1987)), eucariotas tales como levaduras (WO 00/44772,EP0683233A2,US 5612196) y se
han usado cultivos de células animales para la produccién de OsrHSA. Sin embargo, tales estrategias no son
adecuadas para su produccion industrial debido al bajo nivel de expresion o el alto coste de produccion.

La solicitud de patente china n.° 201010606635.8 y la solicitud W012083580de los presentes inventores desvelan
un procedimiento para extraer OsrHSA a partir de arroz. En base al procedimiento, la presente invencion estudia
ademas el procedimiento para eliminar endotoxina de la OsrHSA y mejorar la pureza de la proteina > 99,9999 %,
obteniendo de ese modo esta solucion técnica novedosa de la presente invencion. Lin y col., Journ. Chrom. B:
Biomed. Sc. and Appl., 2005desvelan el uso de alcohol para eliminar lipopolisacarido (LPS) en un procedimiento de
purificacion de proteinas recombinantes. La solicitud WO05003152también desvela el uso de alcohol para eliminar
LPS usando cromatografia de intercambio anionico. Burnouf y col., Journ. Biomed. Biophys meth., 2001desvelan la
purificacion de proteinas plasmaéticas, tales como albimina, e indican que la albumina puede obtenerse combinando
fraccionamiento con etanol y cromatografia.

Resumen de la invencion

Un objetivo es proporcionar un procedimiento cromatografico para aislar y purificar alblmina sérica humana
recombinante de alta pureza a partir de extracto de proteina bruta de semillas de arroz transgénicas. La pureza de la
albumina sérica humana recombinante obtenida puede alcanzar el 99,9999 %. El contenido de endotoxina cumple
con los estandares de albdmina sérica humana estipulados en la farmacopea china.

La invencién se presenta en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. La solucion técnica de la presente invencion
implica:

Un procedimiento cromatogréfico para aislar y purificar albimina sérica humana recombinante de alta pureza
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(OsrHSA), que comprende las etapas siguientes de:

1) someter extracto bruto de albdimina sérica humana recombinante a cromatografia de intercambio cationico,
afnadiendo un alcohol en un tampén para eliminar la endotoxina, para obtener producto primario |;

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

3) someter el producto secundario Il a cromatografia de interaccion hidrofobica para obtener el producto objetivo,
alblmina sérica humana recombinante de alta pureza.

La cromatografia de interaccion hidrofébica se realiza en una resina seleccionada de entre Phenyl Sepharose HP,
Phenyl Sepharose FF, Phenyl Bestarose HP o Phenyl Bestarose FF.

Especificamente, el alcohol segun el procedimiento de la presente invencion es etanol.

Especificamente, el tampdon segun el procedimiento de la presente invencion comprende un tampoén de lavado, un
tampodn de equilibrio | y un tampon de equilibrio 1l; donde el tampén de lavado comprende etanol anhidro al 10-20 %
en volumen, el tampén de equilibrio | comprende etanol anhidro al 0-10 % en volumen y el tampén de equilibrio Il
comprende etanol anhidro al 5-15 % en volumen.

Preferiblemente, el tampoén de lavado comprende etanol anhidro al 15 % y el tampo6n de equilibrio 1l comprende
etanol anhidro al 10 %. Mas preferiblemente, el tampén de lavado comprende 2 g/L de acetato sédico anhidro y
etanol anhidro al 15 %; la conductividad se ajusta con NaCl a 83 mS/cm y el pH se ajusta a 4,6-5,0 con acido
aceético. El tampon de equilibrio | comprende: 2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de NaCl, el pH se ajusta a 4,2-
4,8 con acido acético. El tampdn de equilibrio 1l comprende: 2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol
anhidro al 10 %, el pH se ajusta a 4,2-4,8 con acido acético.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la eficiencia de purificacion y la capacidad de carga de la cromatografia sobre Capto-MMC en tres
condiciones diferentes;

donde, M: marca molecular, L: muestra de extracto, M1: grupo de control, M2: grupo de ensayo 1, M3: grupo de
ensayo 2; FT: fraccion de flujo a través de la muestra cargada; M3FT: fraccién de flujo a través del grupo de ensayo
M3, 600, 660 y 730 corresponden a la fraccion de flujo a través de la muestra cargada de 600 mL, 660 mL y 730 mL,
respectivamente; lavado: fraccién de lavado de impurezas que contiene OsrHSA; Elucion: fraccién de elucién que
contiene OsrHSA.

La Fig. 2 muestra la comparacién de pureza de la purificacion primaria realizada sobre Capto MMC y Bestarose
Diamond MMC;

donde, GE-MMC: Capto-MMC; Best-MMC: Bestarose Diamond MMC; Elu: fraccién de elucion procedente de la
purificacion primaria realizada sobre las dos resinas; M: marca molecular; FT: fraccién de flujo a través de la muestra
cargada; lavado: fraccién de lavado de impurezas que contiene OsrHSA; Elu: fraccién de elucion que contiene
OsrHSA; S: muestra de extracto; CIP1: fraccién de elucion de la regeneracién de resina 1; CIP2: fraccion de elucién
de la regeneracion de resina 2.

La Fig. 3 muestra la comparacion de la eficiencia de purificacion de la cromatografia sobre UNO Sphere S con o sin
adicion de alcohol;

donde, CK: grupo de control; UE: grupo de ensayo (se afiadié etanol al 10 % en la muestra y el tampon de
equilibrio); M: marca molecular; Carga: muestra; FT: fraccion de flujo a través de la muestra cargada; Elucién:
fraccidn de elucion recogida que contiene la proteina objetivo en dos condiciones; CIP: regeneracion de resina.

La Fig. 4 muestra la comparacion de la SDS-PAGE de la purificacion secundaria realizada sobre Capto-Adhere y
Bestarose Diamond MMA en condiciones de flujo a través;

donde, M: marca molecular; MMC: muestra; FT: fraccién de flujo a través que contiene OsrHSA, CIP: regeneracién
de resina.

La Fig. 5 muestra la comparacion de la purificacion secundaria realizada sobre Capto-Adhere y Bestarose Diamond
MMA en condiciones de unién;

donde, M: marca molecular; L: muestra; FT: fraccion de flujo a través que contiene OsrHSA, Elu: fraccion de elucion
que contiene OsrHSA; C: regeneracion de resina.

La Fig.6 muestra la comparacion de la cromatografia de interaccion hidrofébica realizada sobre Phenyl Sepharose
HP y Phenyl Bestarose HP como purificacién final;

donde, M: marca molecular; Ad: muestra cargada; FT: fraccién de flujo a través que contiene OsrHSA; CIP:
regeneracioén de resina.

La Fig. 7 muestra la imagen de la deteccion de impurezas antes y después de la purificacién de proteina en las
semillas de arroz;
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donde, Izquierda: imagen comparativa de la SDS-PAGE de la deteccion de impurezas antes y después de la
purificacion de albumina sérica humana en las semillas de arroz; Derecha: imagen de deteccion por
inmunoelectrotransferencia de la hibridacién con anticuerpo de impureza total de semillas de arroz antes y después
de la purificacién de la albumina sérica humana en las semillas de arroz; M: marca molecular.

La Fig. 8 muestra la imagen de la SDS-PAGE de la OsrHSA purificada segun un ejemplo de la presente invencion;
donde, A: cromatografia en Capto-MMC; B: cromatografia en Capto-Adhere; C: cromatografia en Phenyl HP; L:
muestra cargada; FT: fraccion de flujo a través; W: fraccidon de lavado de impurezas; Elu: fraccion de elucién; C:
regeneracioén de resina.

La Fig. 9 muestra la imagen de la SDS-PAGE (izquierda) y la imagen de la inmunoelectrotransferencia
correspondiente (derecha) de la OsrHSA purificada segun otro ejemplo de la presente invencion;

donde, A: cromatografia en Capto-MMC; B: cromatografia en Capto-Adhere; C: cromatografia en Phenyl HP; M:
marca molecular; L: muestra cargada; FT: fraccién de flujo a través; W: fraccion de lavado de impurezas; E: fraccion
de elucidn; C: regeneracioén de resina.

Descripcion detallada de la invencién

Las caracteristicas y ventajas de la presente descripcion se describirdn con mas detalle junto con los dibujos
adjuntos. A menos que se especifique lo contrario, los materiales y reactivos usados en los ejemplos siguientes
fueron los comercializados habitualmente.

[Ejemplo 1] Preparacion de extracto de OsrHSA

Se preparé arroz transgénico que contenia OsrHSA segun el procedimiento de la patente china n.° 200510019084.4
y se extrajo la OsrHSA a partir de las semillas de arroz transgénicas segun el procedimiento de la patente china n.°
201010606635.8 para obtener extracto de OsrHSA pura.

[Ejemplo 2] S eleccion de ¢ ondiciones para la cromat ografia de intercambio catidonico como purificaciéon
primaria

Procedimiento: consultese el procedimiento de la solicitud de patente china n.° 201010606635.8; Grupos: grupo de
ensayo y grupo de control

1. Cromatografia de intercambio catiénico realizada sobre Capto MMC como purificacién primaria y procedimiento
para eliminar endotoxina con alcohol

Se utilizé resina Capto MMC para realizar la cromatografia de intercambio cationico como cromatografia primaria y
se afiadié etanol al tampén del grupo de ensayo para eliminar la endotoxina, pero no se afiadié etanol al grupo de
control (M1).

Grupo de ensayo 1 (M2): El tampon de equilibrio y la muestra se afiadieron con etanol al 10 % en volumen y el
procedimiento concreto fue:

Empaqguetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 30 mL de resina Capto MMC en una columna
cromatografica XK16/400 mm y, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar los pirégenos;
Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de
NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajusto a pH 4,5 con acido acético) hasta que el pH alcanzé 4,5 y estuvo en la
linea base;

Carga de la muestra: se afiadié la muestra de extracto puro que contenia OsrHSA con etanol anhidro al 10 % (v/v) y
11 g/L de NacCl y se utiliz6 NaOH para ajustar el pH a 4,5; la muestra se carg6 a una velocidad de flujo de 600 cm/h,
la conductividad de la muestra fue 20-21 mS/cm, el pH fue 4,5.

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatogréafica con 100 mL de tampén de equilibrio
(2 g/L de acetato sodico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajust6 el pH a 4,5 con acido
aceético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h.

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampdn de lavado (2 g/L de acetato sédico anhidro, 58,5 g/L de NaCl,
se ajusté el pH a 4,8 con acido acético, se preparé con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una
velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucion: se utilizé tampon de elucion (2,67 g/L de dihidrogenofosfato saddico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disédico,
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23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccion que contenia OsrHSA.

Grupo de ensayo 2 (M3): El tampon de equilibrio y la muestra se afiadieron con etanol al 10 %, el tampén de lavado
de impurezas se afiadié con etanol al 20 % y el procedimiento concreto fue:

Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 30 mL de resina Capto MMC en una columna
cromatografica XK16/400 mm (altura de lecho: 21 cm) y, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min
para matar los pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de
NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajust6 el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h
hasta que el pH alcanz6 4,5 y estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: Se afiadio la muestra de extracto puro que contenia OsrHSA con etanol anhidro al 10 % (v/v) y
11 g/L de NaCl, se ajustd el pH a 4,5 con NaOH. La muestra se cargd a una velocidad de flujo de 600 cm/h. La
conductividad de la muestra fue 20-21 mS/cmy el pH fue 4,5;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatogréafica con 100 mL de tampén de equilibrio
(2 g/L de acetato sodico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajusté el pH a 4,5 con acido
aceético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h.

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampdn de lavado (2 g/L de acetato sédico anhidro, 120 g/L de NaCl,
se ajusté el pH a 4,8 con acido acético, se prepar6é con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una
velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucion: se utilizé tampdn de elucion (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sddico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disodico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccion que contenia OsrHSA.

Resultados: los resultados de la determinacion de la pureza y capacidad de carga se muestran en la Fig. 1. No hubo
diferencias evidentes de pureza entre el grupo de control y los dos grupos experimentales. La adicion de alcohol en
el tampon de lavado fue favorable para eliminar las bandas de pureza de 17-26 KD. La adicién de alcohol en el
tampon de lavado no influy6é en la capacidad de carga de Capto-MMC. La FT de los tres grupos mostré que la
capacidad de carga de cada grupo era superior a 30 mL de extracto/mL de resina.

Endotoxina: Como se muestra en la Tabla 1, la adicion de alcohol en el tamp6n de lavado de la cromatografia sobre
Capto-MMC tuvo una buena eficiencia de eliminacidon de endotoxina. Cuando se afiadieron el tampon de equilibrio y
el tampén de extraccién con etanol al 10 % (v/v) y se afadié el tampon de lavado con etanol al 20 %, la
cromatografia sobre Capto-MMC tuvo la mejor eficiencia de eliminacién de endotoxina, que fue de 3,6 veces la del
grupo de control.

Tabla 1 Comparacion del contenido de endotoxina de la cromatografia sobre Capto-MMC que contiene un alcohol en
el tampdn de lavado

Grupo Extracto UE totales de | Fraccion UE totales de | N.° de veces de

(UE/mL) la  muestra | recogida la fraccion | reduccion de las
cargada (UE/mL) recogida UE totales

Grupo de 3x10° 400-600 1,25 x 10" 24

control

(M1)

Grupo de | 1500- 3,3x10° 100-200 4,5x10° 76

ensayo 1 | 2000

(M2)

Grupo de 3,7 x 10° 100-200 4,3 x10° 87

ensayo 2

(M3)

2. Optimizacion del procedimiento de eliminacion de endotoxina mediante cromatografia sobre Capto MMC con un
alcohol afadido en el tampon
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2.1 Se compard la eficiencia de eliminacién de endotoxina con o sin adicién de un alcohol en la muestra de extracto
y el procedimiento concreto fue:

Grupo de control 1 (M1): El tamp6n de equilibrio y la muestra de extracto se afiadieron con etanol al 10 % y el
tampon de lavado se afiadio con etanol al 20 %, el procedimiento concreto fue:

Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 29 mL de resina Capto MMC en una columna
cromatografica BioRad 15/400 mm y, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar los
pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampén de equilibrio | (2 g/L de acetato sodico anhidro, 15 g/L de
NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajusto el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h
hasta que el pH alcanz6 4,5 y estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: se afiadié la muestra de solucién de extracto puro que contenia OsrHSA con etanol anhidro al
10 % (v/v) y 11 g/L de NacCl, se ajusto6 el pH a 4,5 con NaOH; se cargaron 870 mL de muestra a una velocidad de
flujo de 600 cm/h, la conductividad de la muestra fue 20-21 mS/cm, el pH fue 4,5; el contenido de endotoxina en la
muestra fue de 1000-2000 UE/mL;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatogréafica con 100 mL de tampén de equilibrio
Il (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajustd el pH a 4,5 con acido
aceético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampén de lavado (2 g/L de acetato sodico anhidro, etanol anhidro al
20 % (v/v), se ajusto una conductividad de 83 mS/cm con NaCl, se ajusto el pH a 4,8 con acido acético, se prepard
con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucion: se utilizé tampdn de elucién (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sddico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disodico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccidon que contenia OsrHSA.

Grupo de ensayo (M2): Ni la muestra de extracto ni el tampon de equilibrio | se afiadieron con etanol. Tras cargar la
muestra, se equilibré la columna cromatografica con 150 mL de tampén de equilibrio 1l que contenia etanol al 10 %
(aproximadamente 5 Vc), el tampo6n de lavado se afiadié con etanol al 20 %; las otras condiciones fueron las mismas
que las del grupo M1.

Los resultados se muestran en la Tabla 2. La reduccién de las UE totales fue basicamente idéntica en los dos
grupos de ensayo paralelo. La muestra de extracto y el tampon de equilibrio con o sin alcohol no tuvieron un efecto
evidente sobre la eliminacion de endotoxina. Hubo poca diferencia en la concentracion y el volumen de la fraccion
recogida entre los dos grupos y el contenido de endotoxina fue el mismo. Esto demostr6 ademas que se puede
conseguir la misma eficiencia de eliminacion de endotoxina incluso aunque no haya alcohol en la muestra y el
tampon de equilibrio 1.

Tabla 2: Comparacion de la endotoxina de la cromatografia sobre Capto-MMC cuando la muestra y el tampon de
equilibrio | tenian o no tenian alcohol

Grupo Muestra UE totales | Fraccién Endotoxina de | UE totales | n.° de

de cargada de la | recogida la fraccion | de la | veces de

ensayo | (mL) muestra (mL) recogida fraccion reduccién
cargada (UE/mL) recogida

M1 870 1,31 x 10° | 95 200-400 2,4 x10° 55

M2 870 1,31 x 10° | 100 200-300 2,5 x10° 53

2.2 Comparacion de la eficiencia de eliminacién de endotoxina cuando se afiadieron diferentes cantidades de un
alcohol en el tampén de lavado

Grupo de control 1 (M1):
Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 29 mL de resina Capto MMC en una columna

cromatografica BioRad 15/400 mm y, a continuacion, se lavo la columna con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar
los pirdgenos;
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Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio | (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de
NaCl, se ajust6 el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH alcanz6 4,5y
estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: se afiadio la muestra de extracto puro que contenia OsrHSA con 11 g/L de NaCl, se ajusté el
pH a 4,5 con NaOH; se cargaron 650 mL de muestra a una velocidad de flujo de 600 cm/h, la conductividad de la
muestra fue 20-21 mS/cm, el pH fue 4,5, el contenido de endotoxina en la muestra fue de 1000-2000 UE/mL;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatogréafica con 150 mL de tampén de equilibrio
Il (2 g/L de acetato sédico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajusté el pH a 4,5 con acido
aceético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tamp6n de lavado (2 g/L de acetato sédico anhidro, etanol anhidro al
20 % (v/v), se ajusto una conductividad de 83 mS/cm con NaCl, se ajusto el pH a 4,8 con acido acético, se preparé
con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucion: se utilizé tampon de elucion (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sddico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disédico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccion que contenia OsrHSA.

Grupo de ensayo 1 (M2): Con la excepcion de que se afiadié etanol anhidro al 15 % (v/v) en el tampdn de lavado,
las condiciones fueron las mismas que las del grupo M1.

Grupo de ensayo 2 (M3): Con la excepcion de que se afiadié etanol anhidro al 10% (v/v) en el tampén de lavado, las
condiciones fueron las mismas que las del grupo M1.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Comparacion del contenido de endotoxina cuando se afiadieron diferentes cantidades de alcohol en el
tampon de lavado

Grupo de | UE totales de | Fraccion Endotoxina de la | UE totales de | n.° de veces

ensayo la  muestra | recogida fraccion recogida | la fraccion | de reduccion
cargada (mL) (UE/mL) recogida

M1 1,17 x 10° 78 200-300 1,9 x 10* 62

M2 1,17 x 10° 90 200-300 2,25 x 10" 52

M3 1,17 x 10° 88 300-400 3,08 x 10* 38

Como se muestra en la Tabla 3, las UE totales de endotoxina en el grupo M3 presentaron una reduccion de 38
veces y supusieron una diferencia significativa en comparacion con el grupo M1 (grupo de control); se afiadié etanol
al 15 % en el grupo M2, las UE totales de endotoxina en el grupo M2 presentaron una reduccién de 52 veces; el
contenido de endotoxina de la fraccion recogida en el grupo M2 fue el mismo que el del grupo M1 y no presento una
diferencia evidente en comparacién con el grupo M1 (grupo de control). La concentraciéon de etanol en el tampén de
lavado de MMC se puede reducir hasta aproximadamente el 15 %, lo cual no tuvo una influencia evidente sobre la
eficiencia de eliminacion de endotoxina.

2.3 Eficiencia de la eliminacién de endotoxina cuando el tampon de lavado contenia alcohol isopropilico

Grupo de control (CK): Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 29 mL de resina Capto
MMC en una columna cromatografica BioRad 15/400 mm y, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min
para matar los pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio | (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de
NaCl, se ajusté el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH alcanzé 4,5y
estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: se cargaron 900 mL de muestra a una velocidad de flujo de 600 cm/h y la conductividad de la
muestra fue de 5-8 mS/cm, el pH fue 4,5, el contenido de endotoxina en la muestra fue de 1000-2000 UE/mL;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatografica con 150 mL de tampdn de equilibrio
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Il (2 g/L de acetato sodico anhidro, 15 g/L de NacCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajust6 el pH a 4,6-4,7 con &cido
aceético, se prepar6 con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampén de lavado (2 g/L de acetato sédico anhidro, se ajusté una
conductividad de 82-89 mS/cm con NaCl, etanol anhidro al 15 % (v/v), se ajusté el pH a 4,7-4,9 con acido acético, se
prepard con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucién: se utilizé tampdn de elucion (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disédico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccion que contenia OsrHSA.

Grupo de ensayo 1 (M1): Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 29 mL de resina Capto
MMC en una columna cromatogréfica BioRad 15/400 mm vy, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min
para matar los pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio | (2 g/L de acetato sddico anhidro, 15 g/L de
NaCl, se ajusto el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH alcanz6 4,5 y
estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: se cargaron 900 mL de muestra a una velocidad de flujo de 600 cm/h y la conductividad de la
muestra fue de 5-8 mS/cm, el pH fue 4,5, el contenido de endotoxina en la muestra fue de 1000-2000 UE/mL;
Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatografica con 150 mL de tampdn de equilibrio
Il (2 g/L de acetato sédico anhidro, 15 g/L de NacCl, alcohol isopropilico al 4-6 % (v/v), se ajusté el pH a 4,6-4,7 con
acido acético, se prepar6 con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampén de lavado (2 g/L de acetato sédico anhidro, alcohol
isopropilico al 10-11 % (v/v), se ajusté una conductividad de 82-89 mS/cm con NacCl, se ajusté el pH a 4,7-4,9 con
acido acético, se prepard con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucién: se utilizé tampdn de elucién (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disédico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se preparé con agua para inyeccién) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccién que contenia OsrHSA.

Grupo de ensayo 2 (M2): Con la excepcion de que el tampdn de equilibrio 1l se afiadié con alcohol isopropilico al 10-
11 % (v/v) en lugar de alcohol isopropilico al 4-6 % (v/v), el tampén de lavado se afiadié con alcohol isopropilico al
15-16 % (v/v) en lugar de alcohol isopropilico al 10-11 % (v/v) y la conductividad se redujo a 75-76 mS/cm, las
condiciones fueron las mismas que las del grupo M1.

Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Comparacion de la eficiencia de eliminacion de endotoxina cuando se afiadié alcohol isopropilico en el
tampon de lavado

Grupo | UE totales de | Fraccion Endotoxina de la | UE totales de | n.° de veces
la muestra | recogida fraccion recogida | la fraccion | de reduccion
cargada (mL) (UE/mL) recogida

CK 8,9 x 10° 110 100-200 1,7 x 10" 52

M1 7,2 x10° 110 10-20 1,6 x 10° 450

M2 8,0 x 10° 112 5-10 1,1 x10° 710

Como se muestra en la Tabla 4, las UE totales de endotoxina en el grupo de control presentaron una reduccion de
52 veces y las del grupo M1 y el grupo M2 presentaron una reduccién de 450 veces y 710 veces, respectivamente.
La eficiencia de eliminacion de endotoxina mejord significativamente en comparacion con el procedimiento en el que
se afiadi6 etanol en el tampén de lavado. En el grupo M2, se afiadio alcohol isopropilico al 15 % (v/v) y el contenido
de endotoxina presentd una reduccién de 710 veces, la eficiencia de eliminacién de endotoxina de este fue
comparable a la del grupo M1. Esto demostré que la cantidad de alcohol isopropilico afiadida en el tampo6n de
equilibrio podia ser del 4-11 % (v/v), la cantidad de alcohol isopropilico afiadida en el tampon de lavado podia ser del
10-16 % (v/v) y no habia un efecto evidente sobre la eliminacion de endotoxina cuando la conductividad estaba en el
intervalo de 75-89 mS/cm.

3. Seleccién de la resina cromatografica para la cromatografia de intercambio cationico y eficiencia de eliminacion de
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endotoxina con un alcohol afiadido en el tampén de lavado

3.1 Se utilizé Bestarose Diamond MMC para realizar la cromatografia de intercambio catidénico y se elimino la
endotoxina afiadiendo un alcohol en el tampon. El procedimiento concreto fue:

Empaquetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 33 mL de resina Bestarose Diamond MMC en una
columna cromatogréfica BioRad 15/400 mm vy, a continuacién, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar
los pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 200 mL de tampdn de equilibrio | (2 g/L de acetato sodico anhidro, 15 g/L de
NaCl, se ajust6 el pH a 4,5 con acido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH alcanz6 4,5 y
estuvo en la linea base;

Carga de la muestra: se afiadié la muestra de solucidn de extracto puro que contenia OsrHSA con 11 g/L de NaCl,
se ajusté el pH a 4,5 con NaOH; se cargaron 600 mL de muestra a una velocidad de flujo de 600 cm/h y la
conductividad de la muestra fue de 20-21 mS/cm, el pH fue 4,5, el contenido de endotoxina en la muestra fue de
1500-2000 UE/mL,;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatogréafica con 150 mL de tampén de equilibrio
Il (2 g/L de acetato sédico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10 % (v/v), se ajusté el pH a 4,5 con acido
aceético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Impureza del lavado de impurezas: se utilizaron 200 mL de tampén de lavado (2 g/L de acetato sddico anhidro,
etanol anhidro al 15 % (v/v), se ajusté una conductividad de 83 mS/cm con NaCl, se ajusté el pH a 4,8 con acido
acético, se prepard con agua para inyeccion) para eluir las impurezas a una velocidad de flujo de 300 cm/h;

Elucion: se utilizé tampdén de elucion (2,67 g/L de dihidrogenofosfato sddico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disodico,
23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4, se prepar6 con agua para inyeccion) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la
fraccion que contenia OsrHSA.

Resultados: como se muestra en la Fig. 2, la pureza no present6 una diferencia evidente entre las resinas Bestarose
Diamond MMC y Capto MMC. Esto demostré que Bestarose Diamond MMC puede reemplazar a la Capto MMC para
la purificacién primaria de OsrHSA.

Endotoxina: después de someter la muestra de extracto a purificacion primaria sobre resina Bestarose Diamond
MMC con un alcohol afiadido en el tampon, las UE totales de endotoxina presentaron una reduccion de 62 veces,
consiguiendo la misma eficiencia de eliminacién de endotoxina que la resina Capto MMC.

3.2 Cromatografia de intercambio catidnico realizada sobre UNO Sphere S y procedimiento de eliminacion de
endotoxina con un alcohol afiadido en el tampdn

Grupo de control (CK): consultese el procedimiento de la patente china CN 201010606635.8 de los presentes
inventores. La muestra cargada fue de 400 mL.

Grupo de ensayo (UE), el procedimiento concreto fue:

Empaqguetado de la columna: se empaquetaron aproximadamente 18 mL de resina UNO Sphere S en una columna
cromatografica BioRad 15/200 mm y, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar los
pirégenos;

Equilibrado: se equilibré la columna con 100 mL de tampdén de equilibrio (2 g/L de acetato sodico anhidro, etanol
anhidro al 10 % (v/v), se ajusto el pH a 4,5 con &cido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH
alcanzé 4,5 y fue constante;

Carga de la muestra: se afadi6 la muestra de solucion de extracto que contenia rHSA con etanol anhidro al 10 %
(v/v), se ajusté el pH a 4,5 con acido acético; se cargaron 400 mL de la muestra a una velocidad de flujo de 300
cm/h y el contenido de endotoxina en la muestra fue de 800-1000 UE/mL;

Reequilibrado: tras cargar la muestra, se reequilibré la columna cromatografica con 60 mL de tampdn de equilibrio a
una velocidad de flujo de 300 cm/h;
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Elucion: se utilizé tampdén de elucion (2 g/L de acetato sodico anhidro, 14,6 g/L de NaCl, se ajusto el pH a 5,5 con
acido acético, se prepar6 con agua para inyeccién) para eluir la proteina objetivo, obteniendo la fraccion que
contenia OsrHSA.

Resultados: como se muestra en la Fig. 3, la pureza no present6 una diferencia evidente entre el grupo de control de
UNO Sphere S y el grupo de adicién de alcohol. Es decir, puede utilizarse la cromatografia sobre resina UNO
Sphere S afiadiendo un alcohol para la purificacién primaria.

Endotoxina: después de someter la muestra de extraccion a purificacion primaria sobre resina UNO Sphere S con
adicién de alcohol, la reduccion de las UE totales de endotoxina fue la misma que la del grupo de control. Esto
demostro que el alcohol en el tampon de lavado no puede hacer posible que UNO Sphere S tenga una eficiencia de
eliminacion de endotoxina mejor. Esto puede ser relevante para la propia matriz de resina UNO Sphere Sy tanto la
resina Capto-MMC como la Bestarose Diamond MMC tienen ligandos multifuncionales complejos y tienen
propiedades de intercambio catiénico e hidrofébicas débiles.

[Ejemplo 3] Seleccion de condiciones para la cromatografia de inter cambio anidénico como purif icacién
intermedia

1. En condiciones de flujo a través de OsrHSA (es decir, en las condiciones de conductividad de 40 mS/cm y pH 7,0,
la OsrHSA fluia a través en lugar de unirse a la resina, mientras que las impurezas se unian a la resina y, por tanto,
la OsrHSA se separaba de las impurezas). Se realizé la cromatografia de intercambio aniénico cobre Capto-Adhere
y Bestarose Diamond MMA.

Se empaguetaron aproximadamente 40 mL de resina Capto-Adhere en una columna cromatografica XK16 x 400 mm
y la altura de empaquetado fue de 20,5 cm. Se equilibr6 la columna con aproximadamente 8 Vc de tampdn de
equilibrio (PB 25 mM, 23,4 g/L de NaCl, pH 7,0) hasta que UV, pH y conductividad alcanzaron la linea base. La
muestra de tampoén de elucidn obtenida a partir de cromatografia sobre Capto-MMC o Bestarose Diamond MMC se
ajustdé a pH 7,0 y se cargaron 288 mL de la muestra a una velocidad de flujo de 300 cm/h. Cuando el valor de
absorcion ultravioleta de la fraccion de flujo a través fue > 20 mAU, se recogio la fraccion objetivo que contenia
OsrHSA. Se tomé la muestra de cada 20 mL de fraccion para monitorizar la capacidad de carga y la cantidad total de
la muestra cuando la pureza de la fraccion de flujo a través no habia cambiado de una forma evidente; se calculé la
capacidad de carga real de cada mililitro de resina Capto-Adhere a una velocidad de flujo de 300 cm/h.

En las mismas condiciones de flujo a través de OsrHSA que Capto-Adhere, se realizé el ensayo paralelo sobre
resina Bestarose Diamond MMA para comparar el efecto de purificacion y la capacidad de carga.

En las condiciones de flujo a través de OsrHSA, tras la purificacion secundaria con las dos resinas anibnicas, la
pureza de la CLAR de la proteina objetivo podia llegar a ser superior al 98 %. Como se muestra en la Fig. 4, no hubo
una diferencia significativa de pureza entre las dos resinas.

2. Cromatografia de intercambio anidnico sobre resina Capto-Adhere en condiciones de unién de OsrHSA

Las condiciones de unién de OsrHSA significan que la proteina objetivo primero se unid a la resina y parte de las
impurezas fluyeron a través de la columna y, a continuacion, la proteina objetivo se eluyé mediante una sal y un pH
concretos para conseguir el efecto de separacion y purificacion y el enriquecimiento del producto objetivo. Las
condiciones incluyeron: la proteina objetivo se unié a la resina de intercambio aniénico en las condiciones de
conductividad de 20 mS/cm y pH de 7,0-7,5 y, a continuacién, la proteina objetivo se eluyé en las condiciones de
conductividad de 40 mS/cm y pH de 7,0-7,2 para eliminar las impurezas y enriquecer la proteina objetivo.

Se empaquetaron aproximadamente 22 mL de resina Capto-Adhere en una columna cromatogréfica BioRad 15/200
mm y, a continuacién, se equilibré la columna con 220 mL de tampén de equilibrio (1,0 g/L de dihidrogenofosfato
sadico, 5,0 g/L de hidrogenofosfato disédico, 5,0 g/L de NaCl, pH 7,5-7,6) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta
que el pH alcanzé 7,5-7,6 y fue estable. Se diluy6 la muestra de fraccion de elucién procedente de la cromatografia
sobre Capto-MMC o Bestarose Diamond MMC con agua para alcanzar una conductividad de 19-21 mS/cm y se
ajusto el pH a 7,0 con NaOH. Se cargaron 150 mL de la muestra a una velocidad de flujo de 300cm/h. Se reequilibré
la columna con 100 mL de tampdn de equilibrio. Se eluy6 la proteina objetivo con el tamp6n de elucién (1,5 g/L de
dihidrogenofosfato sédico, 5,0 g/L de hidrogenofosfato disddico, 23,4 g/L de NaCl, pH 7,1-7,2) a una velocidad de
flujo de 300 cm/h, recogiendo la fraccion que contenia OsrHSA. El contenido de endotoxina en la fraccion recogida
fue de 100-200 UE/mL.
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En las mismas condiciones de unién de OsrHSA que la resina Capto-Adhere, se realizé el ensayo paralelo sobre
resina Bestarose Diamond MMA para comparar el efecto de purificacion y la capacidad de carga.

En las condiciones de unién de OsrHSA, tras la purificacién secundaria con resina Capto-Adhere o resina Bestarose
Diamond MMA, la pureza de la proteina objetivo podia llegar a ser superior al 99,9 % (resultados de deteccion
mediante ELISA). La resina Bestarose Diamond MMA vy la resina capto-Adhere tienen la misma eficiencia de
purificacién. Los electroforetogramas se muestran en la Fig. 5.

3.Seleccion de condiciones cromatogréaficas para la cromatografia de intercambio anidnico realizada sobre Capto-
Adhere y Bestarose Diamond MMA

Mediante la comparacién paralela de las dos resinas Bestarose Diamond MMA y Capto-Adhere, se encontré que, en
las mismas condiciones, las dos resinas tenian la eficiencia de purificacién y capacidad de carga sustancialmente
idénticas sobre la fraccién de elucién obtenida a partir de la purificacion secundaria realizada sobre resina Capto-
MMC o Bestarose Diamond MMC, demostrando que pueden utilizarse ambas resinas de cromatografia de
intercambio anidnico para la purificacion secundaria.

La capacidad de carga de las dos resinas fue superior en condiciones de flujo a través de OsrHSA que en las
condiciones de unién de OsrHSA. La capacidad de carga de la primera fue de aproximadamente 25 mg de
muestra/mL de resina, mientras que la capacidad de carga de la ultima fue de 20 mg de muestra/mL de resina. Sin
embargo, la eficiencia de purificacion en condiciones de unidn de OsrHSA fue mejor que en condiciones de flujo a
través de OsrHSA. La pureza de la primera podia llegar a ser superior al 99,9 % y la pureza de la Gltima era solo del
98-99 %.

En condiciones de unién de OsrHSA, las dos resinas tuvieron mejor eficiencia de eliminacién de endotoxina que en
condiciones de flujo a través. En condiciones de flujo a través de OsrHSA, la mayoria de la endotoxina fluia a través
de la columna junto con la OsrHSA, derivando en una eficacia de eliminacion de endotoxina mas pobre. Pero en
condiciones de union de OsrHSA, parte de la endotoxina libre fluia a través y otra parte de la endotoxina se unia
fuertemente a la resina de tal forma que se podia eluir selectivamente la OsrHSA, derivando en una eficiencia de
eliminacion de endotoxina mejor.

Teniendo en cuenta diversos factores, es preferible utilizar las condiciones de unién de OsrHSA como las
condiciones cromatograficas de las dos resinas de intercambio aniénico, Capto-Adhere y Bestarose Diamond MMA.

[Ejemplo 4] Selecciéon de condiciones para la cromatografia hidrofobica como purificacion final
1. Cromatografia hidrofébica realizada sobre Phenyl Sepharose HP

Consultando el procedimiento de la patente china CN201010606635.8 del presente solicitante, se empaquetaron
aproximadamente 28 mL de resina Phenyl Sepharose HP en una columna cromatografica 20 XK16/200 mm y se
equilibré la columna con 150 mL de tampoén de equilibrado (2,32 g/L de acetato sodico anhidro, 2,81 g/l de
dihidrogenofosfato sédico, 2 g/L de octanoato sodico, 66 g/L de sulfato amonico, pH 6,5) a una velocidad de flujo de
100 cm/h. Se afadieron 100 mL de la fraccion de elucién que contenia OsrHSA obtenida a partir de cromatografia
sobre Capto-Adhere o Bestarose Diamond MMA con sulfato aménico para ajustar la conductividad a 75 mS/cm y, a
continuacion, se afadieron 0,15 g de caprilato sddico y, a continuacién, se ajusté el pH a 6,5 con acido clorhidrico.
Se carg6 en la columna a una velocidad de flujo de 100 cm/h. Se recogi6 el flujo a través para obtener la fraccion
gue contenia OsrHSA. Se tomaron las muestras de fraccion para determinar la capacidad de carga y calcular la
capacidad de carga real de la muestra procedente de la purificacion secundaria por mililitro de resina. El
electroforetograma se muestra en la Fig. 6.

2. Cromatografia hidrofobica realizada sobre Phenyl Bestarose HP

Se empaquetaron aproximadamente 24 mL de resina Phenyl Bestarose HP en una columna cromatografica
XK16/200 mm. Se llevé a cabo un ensayo paralelo segun el procedimiento mencionado anteriormente en 1 de este
ejemplo. Los electrofotogramas se muestran en las Fig. 6y 7.

Resultados y andlisis:

después de someter la muestra de fraccion obtenida a partir de purificacion secundaria con Capto-Adhere o
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Bestarose Diamond MMA a cromatografia de interacciéon hidrofébica con Phenyl Sepharose HP o Phenyl Bestarose
HP, la pureza de la proteina objetivo podia llegar al 99,9999 % (mediante ELISA). No se detectaron proteinas de
impureza en la semilla de arroz. Las dos resinas hidrofébicas no presentaron una diferencia de pureza significativa.
El contenido de endotoxina de las fracciones que contenian OsrHSA obtenidas a partir de cromatografia de
interaccion hidrofébica realizada sobre las dos resinas fue inferior a 0,06 UE/mg. Los resultados mostraron que se
puede usar la resina de cromatografia hidrofébica tanto Phenyl Sepharose HP como Phenyl Bestarose HP para la
purificacion final de OsrHSA y se pueden conseguir una purificacién y eliminacion de endotoxina mejores.

[Ejemplo 5] Purificacion de albumina sérica humana recombinante

Cromatografia de intercambio catiénico como purificacion primaria: se empaqguetaron aproximadamente 400 mL de
resina Capto MMC en una columna cromatografica XK50/400 mm vy, a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N
durante 30 min para matar los pirdgenos. Se equilibré la columna con 2 L de tampon de equilibrado | (2 g/L de
acetato sédico anhidro, 11 g/L de NacCl, se ajustoé el pH a 4,5 con &cido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h
hasta que el pH alcanzé 5,0 y fue estable. Se cargaron 10 L de muestra en la columna y la muestra tuvo una
conductividad de 20,3 mS/cm y un pH de 4,8. Tras cargar la muestra, se equilibré la columna cromatografica con 2 L
de tampon de equilibrado 1l (2 g/L de acetato sédico anhidro, 15 g/L de NaCl, etanol anhidro al 10-11 % (v/v), se
ajusto el pH a 4,8 con acido acético, se prepard con agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h. Se
eluyeron las impurezas con 3000 mL de tampén de lavado (2 g/L de acetato sodico anhidro, etanol anhidro al 16 %
(v/v), se ajusté una conductividad de 83,5 mS/cm con NaCl, se ajusté el pH a 5,0 con acido acético, se prepard con
agua para inyeccion) a una velocidad de flujo de 300cm/h. Se eluyé la proteina objetivo con el tampdn de elucién
(2,67 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disddico, 23,4 g/L de NaCl, pH 6,3-6,4,
preparado con agua para inyectables) para obtener la fraccion que contenia OsrHSA. Los electrofotogramas se
muestran en la Fig. 8A.

Resina compuesta aniénica/hidrofébica utilizada para la cromatografia de intercambio como purificacién secundaria:
se empaquetaron aproximadamente 68 mL de resina Capto-Adhere en una columna cromatografica XK26/200 mm.
Se equilibré la columna con 600 mL de tamp6n de equilibrado (1,0 g/L de dihidrogenofosfato sddico, 5,0 g/L de
hidrogenofosfato disédico, 5,0 g/L de NaCl, pH 7,5-7,6) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH
alcanzé 7,5-7,6 y fue estable. Se cargaron 500 mL de muestra en la columna a una velocidad de flujo de 300 cm/h.
Se reequilibré la columna con aproximadamente 200 mL del tampon de equilibrado y, a continuacion, se eluyé con
tampodn de elucion (1,5 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 5,0 g/L de hidrogenofosfato disddico, 23,4 g/L de NaCl, pH
7,1-7,2) a una velocidad de flujo de 300 cm/h para recoger la fraccion que contenia OsrHSA. El contenido de
endotoxina de la fraccién recogida fue de 100-200 UE/mL. Los electrofotogramas se muestran en la Fig. 8B.

Cromatografia hidrofébica como purificacion final: se empaquetaron aproximadamente 15 mL de resina Phenyl
Sepharose HP en una columna cromatografica XK16/200 mm. Se equilibré la columna con 100 mL de tampon de
equilibrado (2,32 g/L de acetato sédico anhidro, 2,81 g/L de hidrogenofosfato sédico, 2 g/L de caprilato sédico, 66
g/L de sulfato amonico, pH 6,5) a una velocidad de flujo de 100 cm/h. Se afiadieron 100 mL de la fraccién de elucidn
que contenia OsrHSA obtenida a partir de cromatografia sobre Capto-Adhere con sulfato amonico para ajustar la
conductividad a 75 mS/cm y, a continuacién, se afiadieron 0,15 g de caprilato sodico y acido clorhidrico para ajustar
el pH a 6,5. La muestra se cargd a una velocidad de flujo de 100 cm/h. Se recogi6 el flujo a través en forma de la
fraccion que contenia OsrHSA. El contenido de endotoxina fue inferior a 0,08 UR/mg y la pureza de la proteina
objetivo fue superior al 99,9999 %. Los electrofotogramas se muestran en la Fig. 8C.

[Ejemplo 6] Purificaciéon de albumina sérica humana recombinante

Se empaguetaron aproximadamente 400 mL de resina Capto MMC en una columna cromatografica XK50/400 mm vy,
a continuacion, se lavé con NaOH 0,5 N durante 30 min para matar los pirégenos. Se equilibré la columna
cromatografica con 2000 mL de tampdn de equilibrado | (2 g/L de acetato sodico anhidro, 11 g/L de NacCl, se ajusto
el pH a 4,5 con &cido acético) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH alcanzo 4,5 y fue estable. Se
cargaron en la columna 10 000 mL de muestra con una conductividad de 5,5-8,0 mS/cm y un pH de 4,5. Tras cargar
la muestra, se reequilibré la columna cromatografica con 2000 mL de tampon de equilibrado Il (2 g/L de acetato
sédico anhidro, 15 g/L de NacCl, alcohol isopropilico al 10-11 % (v/v), se ajustd el pH a 4,5 con &cido acético, se
prepard con agua para inyectables) a una velocidad de flujo de 300 cm/h. Se eluyeron las impurezas con 3000 mL
de tampon de lavado (2 g/L de acetato sodico anhidro, alcohol isopropilico al 15-16 % (v/v), se ajustd una
conductividad de 82-89 mS/cm con NacCl, se ajust6 el pH a 4,8-4,9 con acido acético, se preparé con agua para
inyeccion) a una velocidad de flujo de 300 cm/h. Se eluyé la proteina objetivo con tampén de eluciéon (2,67 g/L de
dihidrogenofosfato sédico, 2,82 g/L de hidrogenofosfato disodico, 23,4 g/L de NacCl, pH 6,3-6,4, preparado con agua
para inyeccion) para obtener la fraccion que contenia OsrHSA. Los electrofotogramas se muestran en la Fig. 9A.
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Resina compuesta anionica/hidrofobica utilizada para la cromatografia como purificacion secundaria: se
empaquetaron aproximadamente 68 mL de resina Capto-Adhere en una columna cromatografica XK26/200 mm. Se
equilibré la columna con 600 mL de tampoén de equilibrado (1,0 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 5,0 g/L de
hidrogenofosfato disddico, 5,0 g/L de NaCl, pH 7,5-7,6) a una velocidad de flujo de 300 cm/h hasta que el pH
alcanzé 7,5-7,6 y fue estable. Se cargaron 500 mL de muestra en la columna a una velocidad de flujo de 300 cm/h.
Se reequilibré la columna con aproximadamente 200 mL del tampo6n de equilibrado y, a continuacion, se eluyé con
tampodn de lavado (1,5 g/L de dihidrogenofosfato sdédico, 5,0 g/L de hidrogenofosfato disédico, 23,4 g/L de NaCl, pH
7,1-7,2) a una velocidad de flujo de 300 cm/h para recoger la fraccion que contenia OsrHSA. El contenido de
endotoxina de la fraccién recogida fue de 100-200 UE/mL. Los electrofotogramas se muestran en la Fig. 9B.

Cromatografia hidrofébica como purificacion final: se empaquetaron aproximadamente 15 mL de resina Phenyl
Sepharose HP en una columna cromatografica XK16/200 mm. Se equilibré la columna con 100 mL de tampdn de
equilibrado (2,32 g/L de acetato sodico anhidro, 2,81 g/L de dihidrogenofosfato sédico, 2 g/L de caprilato sddico, 66
g/L de sulfato amonico, pH 6,5) a una velocidad de flujo de 100 cm/h. Se afiadieron 100 mL de la fraccién de elucién
gue contenia OsrHSA obtenida a partir de cromatografia sobre Capto-Adhere con sulfato amonico para ajustar la
conductividad a 75 mS/cm y, a continuacion, se afiadieron 0,15 g de caprilato sédico, se ajusto el pH a 6,5 con acido
clorhidrico, se carg6 a una velocidad de flujo de 100 cm/h. Se recogi6 el flujo a través en forma de la fraccién que
contenia OsrHSA. El contenido de endotoxina fue inferior a 0,08 UR/mg y la pureza de la proteina objetivo fue
superior al 99,9999 %. Los electrofotogramas se muestran en la Fig. 9C.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para aislar y purificar albimina sérica humana recombinante de alta pureza, que
comprende secuencialmente las etapas siguientes de:

a) someter el extracto bruto de albumina sérica humana recombinante a cromatografia de intercambio cationico,
afiadiendo etanol en los tampones para eliminar la endotoxina, para obtener producto primario I; dichos tampones
comprenden un tampén de lavado, un tampon de equilibrio | y un tampon de equilibrio II; el tampén de lavado
comprende etanol anhidro al 10-20 % en volumen, el tamp6n de equilibrio | comprende etanol anhidro al 0-10 % en
volumen, el tampdn de equilibrio Il comprende etanol anhidro al 5-15 % en volumen;

equilibrando la columna cromatogréafica con tampén de equilibrado I, cargando la muestra, equilibrando la columna
cromatografica con tampén de equilibrado I, eluyendo la impurezas con tampén de lavado, eluyendo la proteina
objetivo con el tampdn de elucion;

la cromatografia de intercambio catidnico se realiza sobre una resina compuesta cationica/hidrofobica seleccionada
de entre Capto-MMC o Bestarose Diamond MMC;

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

la cromatografia de intercambio aniénico se realiza sobre una resina compuesta aniénica/hidrofébica seleccionada
de entre Capto-Adhere o Bestarose Diamond MMA;

c¢) someter el producto secundario Il a cromatografia hidrofobica para obtener albimina sérica humana recombinante
de alta pureza;

la cromatografia hidrofobica se realiza sobre una resina seleccionada de entre Phenyl Sepharose HP, Phenyl
Sepharose FF, Phenyl Bestarose HP o Phenyl Bestarose FF.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde el tampon de lavado comprende etanol anhidro al 15 %
en volumen, el tampoén de equilibrio Il comprende etanol anhidro al 10 % en volumen.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde el tampon de lavado comprende: 2 g/L de acetato
sadico anhidro, etanol anhidro al 15 % en volumen; la conductividad del mismo se ajusta con NaCl a 83 mS/cm, el
pH del mismo se ajusta a 4,6-5,0 con &cido acético.

4, El procedimiento de la reivindicacién 1, donde el tampdn de equilibrio | comprende: 2 g/L de acetato
sédico anhidro, 15 g/L de NaCl; el pH del mismo se ajusta a 4,2-4,8 con acido acético.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde el tamp6n de equilibrio Il comprende: 2 g/L de acetato

sadico anhidro, 15 g/L de NacCl, etanol anhidro al 10 % en volumen; el pH del mismo se ajusta a 4,2-4,8 con acido
acético.
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