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DESCRIPCION

Métodos de preparacion para una generacion novedosa de productos de KLH biolégicamente seguros usados para
el tratamiento de cancer, para el desarrollo de vacunas terapéuticas conjugadas y como agentes de exposicion

Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere al suministro de un suero de hemolinfa biolégicamente seguro, preferiblemente
hemocianina, mas preferiblemente KLH (hemocianina de lapa californiana).

La hemocianina es una proteina de cobre azul que se produce en forma libremente disuelta en la sangre de
numerosos moluscos y artrépodos y transporta oxigeno. De los moluscos, los cefalépodos, los quitones, la mayoria
de los gastrépodos y algunos bivalvos contienen hemocianina. Entre los artropodos, la hemocianina es tipica de
aracnidos, xifosuros, malacostraceos y Scutigera. Numerosas especies de insectos contienen proteinas que se
derivan de hemocianina. Las hemocianinas estan presentes en el medio extracelular y flotan en la hemolinfa.

Aunque la hemocianina de artrépodos tiene un diametro maximo de 25 nm bajo un microscopio electrénico y una
subunidad tiene un peso molecular de 75.000 Dalton (Da), las cianinas de moluscos son mucho mayores. Por tanto,
por ejemplo, la hemocianina de Megathura tiene un diametro de 35 nm y se compone de 2 subunidades. Cada
subunidad tiene un peso molecular de aproximadamente 400.000 Da y se divide en ocho dominios de union a
oxigeno, cada uno de los cuales tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000. Los dominios difieren
inmunolégicamente.

La hemocianina de gastropodos visible bajo un microscopio electrénico tiene un peso molecular de
aproximadamente 8 millones de Da y es un didecamero. En contraposicion a esto, la hemocianina de cefalépodos
esta dispuesta como un decamero aislado, que también difiere significativamente de la hemocianina de gastrépodos
en la estructura cuaternaria.

Tradicionalmente, se obtuvo hemocianina de hemolinfa de Megathura crenulata. Mas recientemente, el mercado
para hemocianinas de gastrépodos se ha expandido para incluir hemocianina de Haliotis tuberculata y Concholepus
concholepus. La hemolinfa de otros moluscos gastrépodos también se esta investigando para determinar
propiedades Utiles. La hemocianina de la lapa californiana Megathura crenulata es de particular interés
inmunolégico. La hemocianina, por tanto, también se denomina hemocianina de lapa californiana (KLH). Las
hemocianinas son antigenos muy potentes. La inmunizacion de un vertebrado conduce a una activacion inespecifica
del sistema inmunitario que, hasta la fecha, no se entiende muy bien. Mediante la activacion general del sistema
inmunitario, es posible entonces lograr una reacciéon inmunitaria frente a otras estructuras foraneas que se han
tolerado previamente. KLH se usa sobre todo como un portador de haptenos con el fin de, por tanto, lograr la
formacion de anticuerpos contra el hapteno.

Ademas de Megathura crenulata, la oreja de mar Haliotis tuberculata también pertenece al grupo
Archaeogastropoda, que es relativamente antiguo respecto a la evolucion. Se sabe que Haliotis también produce
hemocianina.

Se encuentra KLH nativa en la hemolinfa (pH 6,0-8,0) en disolucién coloidal como didecamero (peso molecular:
aproximadamente 8 millones de Da) y como multidecameros (peso molecular: de 12 a aproximadamente 32 millones
de Da). La distribucion cuantitativa de estos agregados varia. Los didecameros y multidecameros de KLH se
componen de 2 tipos de subunidades con un peso molecular promedio de aproximadamente 400.000 Da. Los dos
tipos de subunidades diferentes asi como los dos tipos de agregacion diferentes se deben al hecho de que la KLH
nativa es una mezcla de dos tipos diferentes, KLH 1 y KLH 2.

Swerdlow et al., Comparative biochemistry and physiology, 113, 1196, 537-548 caracterizan ademas KLH estructural
y funcionalmente.

KLH es una mezcla de dos hemocianinas diferentes, que se denominan KLH1 y KLH2. La subunidad de KLH1 es un
polipéptido de 390 kDa que consiste en ocho dominios globulares denominados 1 a a 1 h segin su secuencia en la
subunidad. Por otro lado, KLH2 tiene un peso molecular de 360 kDa y segun los datos mas recientes también
contiene 8 dominios, denominados 2 a a 2 h. In vivo, cada tipo de subunidad forma homo-oligémeros, mientras que
no se han observado hetero-oligémeros.

Pueden obtenerse hemocianinas en granjas de animales de prueba. Los métodos descritos para la recogida de
hemolinfa implican insertar una jeringa en el musculo del pie para penetrar el seno sanguineo pedal (Harris et al.,
“Keyhole Limpet Haemocianin: Negative Staining in the presence of Trehalose”, Micron, 26 (1): 25-33 (1995). Se
establecieron sistemas semiautomatizados que permitian la recogida de altas cantidades de hemolinfa sin matar a
los animales. Los procedimientos de fabricacién permiten extraer cantidades comerciales de hemocianina de
animales que han crecido en un entorno controlado (documentos WO 02/085389, US2002/192633).

Existe una variedad de métodos bien conocidos para purificar hemocianinas a partir de hemolinfa en bruto, que es la
fuente bioldgica de hemocianinas. Estos métodos incluyen centrifugacion diferencial, cromatografia de permeacion
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en gel y cromatografia de intercambio idnico (patente estadounidense n.° 5.407.912). Las hemocianinas purificadas
estan disponibles comercialmente en muchas formas.

La incorporacién de hemocianinas en nuevos productos terapéuticos prometedores (véase, por ejemplo, Jurincic-
Winkler et al., “Antibody Response to Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) Treatment in Patients with Superficial
Bladder Carcinoma”, Anticancer Res., 16 (4A): 2105-10 (1996); y Biomira, Inc. Company Press Release,
Biomira.com, 2001) ha dado como resultado la necesidad de un suministro sostenible de cantidades comerciales de
hemocianina producida en condiciones que cumplan las normas sanitarias y de seguridad impuestas por la Food
and Drug Administration de los Estados Unidos y otras agencias reguladoras.

Breve sumario de la invencion

Debido a su origen nativo, hemocianinas tales como KLH, corren el riesgo de contaminacién bioldgica por patdgenos
tales como componentes sanguineos patégenos, tales como toxinas, bacterias, incluyendo endotoxinas producidas
de ese modo, asi como virus.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar medios y modos con el fin de minimizar la carga
biolégica por patégenos en hemocianina nativa. Esto incluye el objeto adicional de proporcionar un procedimiento
con el que puede prepararse hemocianina segura y altamente pura.

Los presentes inventores han identificado que sangre y hemolinfa tomadas de moluscos inmediatamente recogidos
del mar pueden estar contaminadas por virus, bacterias, toxinas o endotoxinas. Existe, por tanto, la necesidad de
reducir la contaminacion en los moluscos y la sangre o hemolinfa obtenidas de los mismos.

De manera convencional, para la eliminacion de virus, existen diferentes procedimientos que pueden usarse:
inactivacion de virus, por ejemplo el tratamiento de la proteina usando el método de detergente/disolvente, radiacion
ionizada, tratamiento térmico (aproximadamente 60°C) y la incubacion a valores de pH < 3. Estos procedimientos no
pueden usarse en el tratamiento de hemocianinas tales como KLH porque conducen a una desnaturalizacion de la
proteina. Debido a la alta estructura molecular de KLH, es extremadamente sensible a estos métodos de
inactivacién. Ademas, no pueden usarse otros enfoques tales como nanofiltracion de virus que se han desarrollado
en los ultimos afios. Estos filtros no permiten una tasa de eliminacion de virus significativa debido a la pequefia
diferencia de tamafo entre la contaminacion viral y la proteina diana. Tampoco es adecuada la filtracién en gel que
funciona separando el peso molecular para la eliminacién de contaminantes virales debido a que el tamafio de los
virus no varia significativamente del de las hemocianinas.

La nanofiltracién se da a conocer en varios documentos con el fin de eliminar virus de preparaciones de proteinas.
Por ejemplo, el documento WO02005/073252 usa nanofiltraciéon para eliminar virus de preparaciones de
inmunoglobulinas.

Por tanto, existe la necesidad de proporcionar nuevos medios para reducir la carga de virus en hemocianinas y para
la separacion de virus de las hemocianinas.

Para resolver los problemas anteriores, la presente invenciéon proporciona los métodos y los compuestos y las
composiciones expuestos a continuacion:

La presente divulgacion ilustra un método para la preparacion de sueros de hemolinfa a partir de un molusco,
comprendiendo el método una etapa de puncionar el seno sanguineo pedal del molusco bajo narcosis con frio.

El molusco puede ser Megathura crenulata. Otros moluscos son, por ejemplo, Haliotis tuberculata (oreja de mar
europea), Haliotis rubra (oreja de mar australiana).

Durante la puncion, el molusco puede mantenerse en condiciones de cuarentena especificas, en las que los
moluscos, tras obtenerse de sus fuentes naturales, se mantienen en un sistema de acuario en cuarentena en
condiciones en las que no se les suministra alimentacion organica y/o el agua en el sistema de acuario se purifica
eliminando contaminantes biolégicos. La eliminacion de contaminantes biolégicos puede incluir biofiltracion,
espumacion de proteinas, etc.

La sangre obtenida tras la puncidon puede esterilizarse adicionalmente, usando preferiblemente filtracion por
membrana de 0,2 um.

En un segundo aspecto (véase la reivindicacion 1), se proporciona un método de produccidon de hemocianina
sintética tal como KLH sintética, que comprende una etapa de disociar la hemocianina, por ejemplo KLH nativa, para
obtener subunidades, nanofiltrar las subunidades asi obtenidas usando filtros que eliminan virus, preferiblemente
nanofiltros con un tamafio de poro de entre 15 y 35 nm, mas preferiblemente entre 20 y 25 nm y reasociar las
subunidades obtenidas tras la nanofiltracion para obtener la hemocianina sintética, preferiblemente la KLH sintética.

La divulgacion proporciona ademas un método de aislamiento de hemocianina nativa que comprende proporcionar
sueros de hemolinfa, tales como los obtenidos en el método descrito anteriormente, y aislar la hemocianina, tal como
KLH, de sueros de hemolinfa, preferiblemente empleando cromatografia directa.
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En una realizacion preferida, la cromatografia directa es una cromatografia de intercambio i6nico.

El método incluye una etapa de disociar la hemocianina en subunidades del oligdmero de hemocianina.
Opcionalmente, también se realiza una etapa de purificar las subunidades de hemocianina. Opcionalmente, se
realiza una etapa de reasociar las subunidades en la forma oligomérica de la hemocianina.

En una realizacion preferida, la purificaciéon de subunidades de hemocianina se realiza incluyendo una etapa de
nanofiltracion con el fin de eliminar una posible contaminacion biolégica.

Preferiblemente, la etapa de reasociacion tiene lugar comprendiendo una etapa de diafiltracion o una etapa de
dialisis.

La hemocianina reasociada puede purificarse finalmente mediante filtracion en gel.

Preferiblemente, la hemocianina se mezcla con el sistema de tampo6n de estabilizacion para almacenamiento a largo
plazo.

En una realizacion preferida, las subunidades son inmunocianina. Mas preferiblemente, las subunidades son
menores de 800.000, 500.000, 400.000, 350.000 o 300.000 Dalton, respectivamente. Lo mas preferiblemente, las
subunidades son de entre 300.000 y 500.000 Dalton.

En este aspecto de la invencion, la disociacién de hemocianina en subunidades se efectta aplicando un pH de entre
8 y 10, preferiblemente 9 y 10. Preferiblemente, la disociacion tiene lugar a un pH alcalino de entre 8 y 10,
preferiblemente 9 y 10 con eliminacién de los cationes bivalentes, calcio (Ca**) y magnesio (Mg**). La eliminacion de
Ca™ y Mg*"™ puede efectuarse afadiendo un agente de formacién de quelatos, por ejemplo EDTA. En estas
condiciones, KLH nativa se disocia en subunidades. Se ha encontrado que la disociaciéon es reversible, es decir las
subunidades pueden reasociarse restableciendo un valor de pH neutro (entre 6 y 9, preferiblemente entre 7 y 8) para
una mezcla heterogénea de didecameros y multidecameros, preferiblemente si se afiaden iones Ca**y Mg**. Una
realizacion mas preferida para disociar hemocianina tal como KLH nativa, es tal como sigue: la hemocianina se
estabiliza en un tampdén de estabilizacion a un pH neutro que incluye iones Ca*™ y Mg**, preferiblemente un tampdn
que incluye TRIS/HCL a un pH de entre 7 y 8. En este tampdn, la hemocianina estd ain en su forma nativa sin
desnaturalizacion. Se afiade un tampdn alcalino que esta en el intervalo de entre 8 y 10, preferiblemente 9 y 10. Lo
mas preferiblemente, la temperatura esta por debajo de 10°C, lo mas preferiblemente por debajo de 5°C,
especialmente entre 2 y 8°C. Los tampones alcalinos preferidos comprenden glicina y NaOH. Otros tampones
preferidos comprenden tampén TRIS/HCL pH 8,9, tampoén TRIS/HCI pH 8,9 mas EDTA, tampén fosfato de sodio pH
8,0, tampodn carbonato de amonio pH 8,0, tampdn bicarbonato de sodio pH 10,1, tampén bicarbonato de sodio pH
9,5, pueden afadirse NaCl y/o EDTA a los tampones. Concentraciones de tampon tipicas son 1 - 100 mM,
preferiblemente 2 - 50 mM, mas preferiblemente 10-20 mM. Si se afiade EDTA, se usa en una concentracioén de 1/10
a 1/2 en comparacién con la concentracion de tampén. Se contemplan las mismas concentraciones que para EDTA
para NaCl, si se afiade. El tampdn puede incluir EDTA y/o NaCl.

La disolucion asi obtenida de subunidades (o disolucién de inmunocianina) se mantiene al pH alcalino (entre 8 y 10,
preferiblemente 9 y 10) y puede almacenarse durante mas de un mes, mas de dos meses, lo mas preferiblemente
mas de tres meses, a una temperatura por debajo de 10°C, mas preferiblemente entre 2 y 8°C.

Las subunidades, por ejemplo inmunocianina, pueden liberarse de una contaminacion viral. Se demostrd
previamente que la nanofiltracion elimina de manera eficaz diversos virus de las disoluciones de proteina. Sin
embargo, los presentes inventores encontraron que debido al enorme tamafio y el comportamiento de agregacion de
isomeros de KLH, no puede aplicarse nanofiltracion para KLH en su forma nativa. El desplazamiento del peso
molecular de KLH nativa desde mas de 8 millones de Dalton hasta un peso molecular de menos de 500.000 Dalton,
normalmente hasta un peso molecular uniforme de aproximadamente 400.000 Dalton de las subunidades de KLH
(inmunocianina), sin embargo, cred la base para la eliminaciéon de virus realizada por los presentes inventores.
Pueden realizarse nanofiltraciones con nanofiltros comercialmente disponibles. Normalmente, estos filtros tienen un
tamafno de poro de 15-35 nm, mas preferiblemente entre 20-25 nm. Tales filtros estan comercialmente disponibles
como capsulas de filtro, por ejemplo capsulas de filiro Planova. En una realizacion, tales nanofiltros son una unidad
de un solo uso. Los nanofiltros pueden utilizar una membrana microporosa de fibra hueca de baja union a proteinas
construida de celulosa regenerada de cupramonio hidréfila de manera natural con una distribucion de poros
estrecha. Puede aplicarse un amplio intervalo de areas de superficie eficaces de entre 0,001 m? y 4 m?
preferiblemente entre 0,01 m?y 0,3 m2.

Los presentes inventores encontraron que aplicar nanofiltracion a subunidades de hemocianina (inmunocianina) en
condiciones tipicas de nanofiltros comerciales no era muy eficaz. Normalmente, las proteinas se nanofiltran
empleando una suspension de proteinas de disolucién y bombeando la suspension de proteinas de disoluciéon con
una velocidad de flujo constante de entre 0,01 y 10 ml/minuto, mas preferiblemente entre 0,1 y 1 ml/minuto en el
filtro de modo que la superficie del nanofiltro es perpendicular a la direccion de flujo. Un enfoque de este tipo es
eficaz en la eliminacion de virus. Desafortunadamente, debido al alto peso molecular de las subunidades de KLH
(inmunocianina), los filtros de virus retienen no sélo virus, sino también altas cantidades de proteina. La filtracion de
virus clasica con un flujo perpendicular a la superficie del filtro también se conoce como “filtracion de punto muerto”.
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Los presentes inventores encontraron que la filtraciéon de punto muerto no se prefiere para la eliminacién de virus en
inmunocianina, o subunidades de hemocianina. La hemocianina, incluso tras disociacién, no puede nandfiltrarse sin
una importante pérdida de proteina. El ejemplo 2 compara la “filtracion de punto muerto” con el modo preferido de
filtracion de la presente invencién descrita a continuacién en el presente documento. La filtracién de punto muerto
conduce a una pérdida de proteina de mas del 40%, mas del 60% o incluso mas del 80%.

Por consiguiente, existia la necesidad de proporcionar un enfoque de filtracion de virus mejorado y modificado. Los
presentes inventores encontraron que los mismos nanofiltros descritos anteriormente han de manejarse de manera
nueva y modificada: La disoluciéon o suspension de proteinas ha de bombearse con un flujo paralelo a la superficie
de membrana. La velocidad de flujo puede estar entre 0,01 y 100 ml/minuto, de manera preferible entre 0,1 y
100 ml/minuto, mas preferiblemente entre 1 y 70 ml/minuto. La presion aplicada a la disolucion o suspension de
proteinas es menor de 0,1 MPa, preferiblemente menor de 10 kPa. La disoluciéon o suspension de proteinas se
bombea o se hace fluir sobre la superficie de membrana, preferiblemente de manera repetida, mas preferiblemente,
con la adicion de mas disolucién o suspension de proteinas que contienen subunidades de hemocianina de modo
que se establece un ciclo que incluye un flujo de material de partida. La nanofiltracion tiene lugar preferiblemente en
un tampon alcalino, lo mas preferiblemente en el tampdn alcalino usado para la disociacién. El material de partida
que se hace fluir sobre el filiro esta preferiblemente en un intervalo de concentracion de entre 0,1 y 10 mg/ml, mas
preferiblemente entre 0,1 y 1 mg/ml, lo mas preferiblemente entre 0,3 y 7 mg/ml. El rendimiento de proteina tras la
filtracion es de mas del 80%, mas preferiblemente mas del 90%, mas preferiblemente mas del 93%. Los presentes
inventores han establecido que con este enfoque de nanofiltracién, denominado en el presente documento filtracion
de “flujo cruzado” con direccion de flujo paralela a la superficie de membrana del nanofiltro, es posible una
purificacion de proteinas casi cuantitativa. Por consiguiente, la filtracion es adecuada para la produccion de
subunidades de hemocianina o inmunocianina comercialmente relevantes.

Los presentes inventores también establecieron que la carga de virus puede reducirse suficientemente. Con los
métodos de la presente invencion, preferiblemente con filtracion de flujo cruzado, al menos el 99,9% de los virus se
eliminan del material de proteina. El denominado factor de reduccién log es una medida de la eliminacion de virus. El
factor de reduccion log (LRF) es la cantidad de virus eliminado de la formulacién de disolucion de proteinas inicial,
es decir, proteina o suspension de proteinas, expresada en una escala logaritmica (escala log dec). Un LRF de 1
significa que el 90% de los virus se eliminan, el 10% se retienen. Un LRF de 2 significa que el 99% de los virus se
eliminan, el 1% se retiene. Un LRF de 3 significa que el 99,9% de los virus se eliminan, el 0,01% se retienen. Con la
filtracion de flujo cruzado de la presente invencion, se obtiene al menos un LRF de 2 o mas, mas preferiblemente se
obtiene un LRF de 3 o mas. Mas preferiblemente, se obtiene un LRF de 4 o mas.

La prueba de concepto se muestra en el ejemplo 3 (estudio de viabilidad para filtracion de flujo cruzado). En este
experimente, se empleo un filtro de 20 nm Planova con una superficie de filtro de 0,12 m?2. La velocidad de flujo fue
de 50 ml/minuto. Se afiadié una carga de virus total de 10.620 (el 0,5% de la composicion de proteina). El virus
empleado para los fines de prueba fue PVP, uno de los virus mas pequefios (diametro de 20 nm). Se logré un
rendimiento de proteina de mas del 97% (4.662,4 g de proteina purificada en comparacion con 4.814,9 g de filtrado
previo). ElI LRF fue de 3,14 +/- 0,32.

El filtrado obtenido puede usarse con fines terapéuticos (preparaciones de inumonocianina). Por consiguiente, se
proporciona un método de produccién de inmunocianina que comprende las etapas de disociar hemocianina nativa
para obtener subunidades y nanofiltrar las subunidades asi obtenidas a través de un filtro con un tamafio de poro de
entre 15 y 35 nm mediante la presente invencion (véase la reivindicacion 9). Preferiblemente, la filtracion es una
filtracion de flujo cruzado. Mas preferiblemente, la cantidad de una proteina obtenida es de mas del 60%, mas del
70%, preferiblemente mas del 80%, mas preferiblemente mas del 90%, lo mas preferiblemente mas del 93% de
subunidades de inmunocianina o hemocianina.

En otra realizacién, las subunidades de inmunocianina o hemocianina se reasocian tras la nanofiltracion para
obtener una hemocianina “sintética”, preferiblemente KLH “sintética”. La reasociacion se efectia restableciendo un
valor de pH neutro. La suspension de proteinas o disolucién de proteinas se reasocia a una mezcla heterogénea de
didecameros o multidecameros desplazando el pH hasta el intervalo de entre 6 y 9, preferiblemente entre 7 y 8. En
una realizacion mas preferida, la reasociacion se efectua afiadiendo iones Ca** y Mg**. Mas preferiblemente, la
cantidad de iones Ca*™ y Mg** es menor de 0,5 M cada uno. Mas preferido, se emplean tampones tales como
tampon TRIS/HCI 0,05 - 0,1 M pH 7,4, opcionalmente junto con MgCl. entre 0,05 M y 0,2 M, y/o CaCl; entre 0,05 M
y 0,2 M, y/o NaCl entre 0,15 M y 0,3 M. Otros tampones son glicina/NaOH pH 7,4, o fosfato de sodio, pH 7,4.

Por consiguiente, la presente invencion en una realizacion proporciona un método de produccion de KLH sintética o
hemocianina sintética que comprende las etapas de disociar KLH nativa para obtener subunidades, nancfiltrar las
subunidades asi obtenidas usando filtros con un tamafio de poro de entre 15 y 35 nm y reasociar las subunidades
obtenidas tras la nanofiltracion para obtener la hemocianina sintética o KLH sintética. Preferiblemente la filtracion es
una filtracion de flujo cruzado, mas preferiblemente una filtracion de flujo cruzado tal como se describio
anteriormente. Normalmente, la cantidad de proteina obtenida es mayor del 60% por cantidad de KLH nativa. Mas
preferiblemente, la (KLH sintética o hemocianina sintética) obtenida es mayor del 70%, mas preferiblemente mayor
del 80%, lo mas preferiblemente mayor del 90% o el 93% por cantidad de KLH nativa.
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La presente invencion también proporciona la hemolinfa obtenida mediante el método de la reivindicacion 1, la
hemocianina o las subunidades de hemocianina obtenidas mediante los métodos de la reivindicacion 2. Este
aspecto incluye la provision de inmunocianina, que es una mezcla de subunidades de una hemocianina en su razén
que se produce de manera natural.

En un aspecto adicional, la hemolinfa, la hemocianina o las subunidades de hemocianina son para su uso como
medicamento.

Este aspecto también cubre una composicién farmacéutica que comprende la hemolinfa, la hemocianina o las
subunidades de hemocianina.

Las composiciones farmacéuticas o medicamentos son, por ejemplo, para su uso en el tratamiento de cancer,
preferiblemente cancer de vejiga, o como inmunoestimulante o portador.

Segun un aspecto adicional, se proporcionan subunidades de hemocianina (véase la reivindicacion 15).
Detalles de la invencién

En un primer aspecto se ilustra un método para la preparacion de sueros de hemolinfa de bajo contenido en
endotoxinas/baja carga bioldgica a partir de moluscos tales como Megathura crenulata en cantidades comerciales.

La presente divulgacion se refiere al método de preparacion de un material de partida de calidad farmacéutica
derivado de moluscos, preferiblemente lapas californianas. La calidad de bajo contenido en endotoxinas/baja carga
biolégica de los sueros de hemolinfa se alcanza aplicando un procedimiento de cuarentena especifico a lapas de
fuente natural o de acuicultura. El disefio propio del sistema de acuario en cuarentena conduce a una reduccion
significativa de la contaminacion bioldgica, es decir, bacterias, endotoxinas y virus.

Un punto clave de este primer aspecto es el tratamiento de moluscos en un sistema de acuario en cuarentena. Los
animales se mantienen en condiciones de temperatura especificas y/o el acuario en cuarentena incluye medios para
la eliminacion de proteinas tales como un espumador de proteinas centrifugo y/o uno o mas biofiltros.

Preferiblemente, se usa agua de mar artificial en el acuario y, mas preferiblemente, se emplea una rapida circulacion
de agua de mar artificial para tratar los moluscos. La corriente en el acuario puede imitar una zona de surf en el mar.
Pueden eliminarse contaminantes biolégicos mediante una extensa formacion de espuma y/o biofiltracion del agua
de cuarentena.

El sistema de acuario del primer aspecto conduce a la reduccion de los contaminantes bioldgicos. Elimina
excrementos de manera eficaz y, de ese modo, conduce a la eliminacion de bacterias y endotoxinas bacterianas.
Durante el tratamiento en el acuario, preferiblemente no se alimentan los animales, lo que de nuevo minimizé el
contenido de componentes organicos y conduce a una reduccion de contaminaciones.

La conductividad, el valor de pH y el potencial redox del agua de mar se controlan y se miden preferiblemente de
manera permanente.

La temperatura del agua en el entorno natural de las lapas californianas esta entre 10 y 20°C, preferiblemente entre
12 - 16°C; por tanto se requiere enfriar el agua en el acuario. Con ese fin, puede colocarse un intercambiador de
calor en el reservorio. La temperatura del agua se monitoriza mediante sensores de temperatura en la cubeta, que
controlan las unidades de enfriamiento para el objetivo de temperatura establecido (14°C + 2°C).

El agua en el acuario es preferiblemente agua de mar artificial, es decir agua que tiene una conductividad y un pH
controlados, y preferiblemente potencial redox y mas preferiblemente contenido de sal de adicion para parecerse al
agua de mar. Por ejemplo, el valor de conductividad esta entre 46-52 ms/cm y el pH entre 7,5-8,5. En una
realizacion, la densidad puede oscilar entre 1,020 y 1,030. Se prefiere un potencial redox >100.

La liberaciéon de los animales para la puncién requiere uno, preferiblemente dos, mas preferiblemente tres, mas
preferiblemente cuatro, mas preferiblemente cinco, mas preferiblemente seis, mas preferiblemente siete dias, mas
preferiblemente 10 dias, lo mas preferiblemente 13 dias de mantenimiento del animal en el acuario.

El procedimiento de cuarentena de animales interno de la invenciéon ayuda a reducir la carga bioldgica. Por ejemplo,
el contenido en coliformes de los animales puede reducirse tras cultivo en condiciones de cuarentena.

Tras la cuarentena, los animales se puncionan en su seno sanguineo pedal bajo narcosis con frio.

Un segundo punto clave del primer aspecto es, por consiguiente, el procedimiento para puncionar los moluscos.
Antes de la puncion (“extraccion de hemolinfa®), los moluscos se retiran del acuario, pueden examinarse
visualmente, se lavan preferiblemente y se transfieren a una sala limpia.

Los animales se transfieren preferiblemente a una sala limpia, donde los animales se aclaran usando disolucion
isotonica de hemolinfa (HIS), una disolucién de cloruro de sodio propia cuya concentracion de sal es isotonica con
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los sueros animales.
Los animales se pesan, y se colocan sobre soportes de puncion preestablecidos.

Durante esta operacion se tiene cuidado preferiblemente de no provocar lesiones internas, especialmente al sistema
intestinal, por dos motivos: en primer lugar, para evitar la contaminacion del producto con materia fecal y, en
segundo lugar, para evitar la muerte de los animales. Si surge lesion accidental del tracto intestinal, tal como se
indica por sueros de hemolinfa contaminados por materia fecal, el material se descarta.

Tras desinfectar, puede realizarse una puncién en la tercera extremidad de la base del pie con una jeringa que
comprende una canula lumbar. Puede insertarse una entrada de la canula en el musculo del pie y puede empujarse
hacia delante hasta que se alcanza el seno pedal. Ni el seno bucal ni el seno cardiaco se puncionan
preferiblemente.

Tras la finalizacion de la extraccion de sangre, puede inyectarse disolucion isoténica estéril, preferiblemente a través
de la canula, y se examina el liquido que sale para determinar si el seno sanguineo se ha alcanzado, lo cual esta
indicado por un fluido azul.

Pueden recogerse de 10 a 60 ml, mas preferiblemente 30 - 50 ml o el 10 - 20%, preferiblemente el 12 - 15% del
peso corporal del animal, de hemolinfa en un tubo de centrifuga estéril.

La hemolinfa que puede haberse retirado se reemplaza por disolucion HIS.
La hemolinfa se refrigera preferiblemente entre 2 y 8°C y puede agruparse.

Los animales se transfieren de nuevo preferiblemente, se lavan y se devuelven a los tanques de acuario de
recuperacion internos. Los animales pueden monitorizarse durante de 1 a 4 dias y devolverse a su medio natural.
Este método permite que los moluscos se devuelvan al océano vivos.

Segun un tercer punto clave del primer aspecto, la sangre obtenida puede purificarse y esterilizarse mediante
filtracion por membrana de 0,2 pm.

Antes de la agrupacion, las fracciones de hemolinfa deben haber mostrado que se corresponden con las
especificaciones del IPC (control en proceso) realizado en las muestras individuales. Las fracciones de hemolinfa
frias se agrupan en una botella desechable estéril y se mezclan bien, mientras se evita la formaciéon de espuma.

En un segundo aspecto se proporciona un método para la preparacion de hemocianina o subunidades de
hemocianina con bajo contenido en endotoxinas/baja carga bioldgica a partir de moluscos tales como Megathura
crenulata en cantidades comerciales (véase la reivindicacion 1).

Preferiblemente, el método puede proporcionar hemocianina estandarizada molecular libre de virus, biolégicamente
segura, por ejemplo KLH, o subunidades de hemocianina, por ejemplo subunidades de KLH en cantidades
comerciales.

El método puede comprender el aislamiento de hemocianina a partir de sueros de hemolinfa, preferiblemente por
medio de cromatografia directa, mas preferiblemente por medio de cromatografia de intercambio idnico.

El método comprende preferiblemente una etapa de disociar la hemocianina en las subunidades de hemocianina.
El método también puede comprender una etapa de purificar las subunidades de hemocianina.

El método también comprende preferiblemente una etapa de nanofiltracion. En esta etapa, pueden separarse virus
de las subunidades de hemocianina, es decir la etapa se realiza con el fin de eliminar una posible contaminaciéon
viroldgica.

El método también comprende preferiblemente una etapa de reasociar la hemocianina a partir de las subunidades.

Los sueros de hemolinfa basados en su origen de un molusco marino contienen, ademas de hemocianina y otros
componentes séricos, altos niveles de cloruro de sodio y otros minerales. La conductividad de los sueros de
hemolinfa basada en su alto contenido en sal es, en promedio, de aproximadamente 50 ms/cm. Para lograr union
cuantitativa de hemocianina, por ejemplo de KLH, la conductividad ha de reducirse hasta < 20 mS/cm.

Con el fin de reducir la conductividad tal como se describié anteriormente, los sueros de hemolinfa pueden desalarse
parcialmente mediante métodos adecuados tales como filtracion en gel, electrodialisis, diafiltracion o dilucion. La
eliminacion de sales conduce a precipitacion de los demas componentes séricos, es decir, proteina e hidratos de
carbono. El precipitado puede eliminarse mediante centrifugacion a baja velocidad, filtracion en profundidad o
filtracién por membrana (0,8 u. 0,45 pum).

Posteriormente, la KLH de alto peso molecular disuelta coloidal puede aislarse mediante procedimientos de
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cromatografia, es decir, cromatografia de intercambio iénico, lo cual puede ir seguido entonces por disociacién y
purificacién de subunidades.

Son posibles dos métodos preferidos de disociacion de hemocianina nativa, tal como KLH: disociacioén in situ en una
columna de captura de intercambio idnico o disociacidon mediante diafiltracién. Las subunidades de hemocianina
obtenidas pueden purificarse mediante una etapa de cromatografia de intercambio i6nico adicional y finalmente
pulirse mediante filtracion en gel.

La proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa en una realizacién se purifica a partir de la hemolinfa mediante
cromatografia de intercambio i6nico. La hemocianina va a unirse a un intercambiador anionico y después disociarse
en la columna en las subunidades de KLH (inmunocianina) en tampon alcalino (pH de 7 a 10, preferiblemente de 8,6
a 9,6). La inmunocianina se recupera de la columna por medio de elucién en gradiente de sal. La disolucion de
inmunocianina resultante puede desalarse y concentrarse mediante diafiltracion/ultrafiliracion. La disolucion de
inmunocianina concentrada puede purificarse posteriormente mediante una etapa de cromatografia de intercambio
iénico adicional.

En ofra realizacion, la proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa se purifica a partir de la hemolinfa mediante
cromatografia de intercambio idnico. La hemocianina se une a un intercambiador anidnico y después se recupera de
la columna por medio de elucion en gradiente de sal. La disolucion de hemocianina resultante se desala, se
concentra y se disocia en las subunidades de KLH (inmunocianina) por medio de diafiltracion, didlisis o ultrafiltracion
en tampon alcalino (pH de 7 a 10, preferiblemente de 8,6 a 9,6). Finalmente la disolucidon de inmunocianina puede
concentrarse seguido por una etapa de cromatografia de intercambio iénico adicional.

En ofra realizacion, la proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa se purifica a partir de la hemolinfa mediante
cromatografia de intercambio iénico. La hemocianina se une a un intercambiador anidnico y después se recupera de
la columna por medio de elucién en gradiente de sal. La hemocianina de la disolucién de hemocianina resultante se
aisla por medio de ultracentrifugacion. Posteriormente, los sedimentos de hemocianina resultantes se disuelven y se
disocian en las subunidades de KLH (inmunocianina) en tampén alcalino (pH de 7 a 10, preferiblemente de 8,6 a
9,6). Finalmente la disolucion de inmunocianina puede concentrarse seguido por una etapa de cromatografia de
intercambio i6nico adicional.

Con el fin de lograr la disociacion de hemocianina, en general, la hemocianina puede disolverse en tampoén de
disociacion (pH de 8 a 10, preferiblemente de 8,6 a 9,6, preferiblemente sin Ca*™ y Mg**). Esto crea condiciones
alcalinas, que conducen a la disociacién de la molécula de hemocianina nativa en sus subunidades.

La disolucidon de inmunocianina puede concentrarse. Antes de una purificacion final (pulido), por ejemplo mediante
filtracion en gel, la disoluciéon de inmunocianina puede concentrarse hasta un contenido en proteinas de 20 mg/ml (+
2,5 mg/ml), por ejemplo mediante ultrafiliracion. Con este fin, se usan preferiblemente membranas de polisulfona o
poliéter sulfona de baja union a proteinas (limite de separacion: 30.000 Dalton; area de filtro: > 700 cm?) montadas
en una unidad de ultrafiltracion de acero inoxidable. Tras la ultrafiltracion, la disolucion de inmunocianina
concentrada se filtra, por ejemplo a través de un filtro de membrana de 0,22 pm.

La disolucion de inmunocianina concentrada puede entonces purificarse, por ejemplo, mediante cromatografia de
liquidos de presion media a través de una columna de filtracion en gel.

Una columna preferida es Superose® 6 (calidad preparativa; compuesta por perlas de agarosa porosas altamente
reticuladas); tamafio de perla 20-40 um, intervalo de fraccionamiento 5.000-5.000.000 Da. Como efluente puede
usarse un tampoén de elucion (pH 8-10, sin Ca** y Mg**). La disolucion de inmunocianina concentrada puede
cargarse en la columna en condiciones asépticas. Se recoge el pico de inmunocianina principal a un peso molecular
de 400.000. La fraccion de inmunocianina se enfria preferiblemente de manera inmediata hasta +2-8°C y se filtra,
por ejemplo, a través de un filtro de membrana de 0,22 um.

Debido al origen de las hemocianinas nativas tales como KLH, existe un riesgo viroloégico por patégenos humanos.
Para garantizar la seguridad biolégica el proceso posterior de productos biolégicos contiene preferiblemente etapas
para la inactivacion o eliminaciéon de una posible contaminacion virica. Los métodos de inactivacion disponibles se
sometieron a prueba en KLH y se encontré que no eran adecuados para hemocianinas debido a su efecto dafino
sobre las preparaciones de KLH.

Segun la presente invencion, se usa preferiblemente nanofiliracion para obtener subunidades de hemocianina
purificadas, por ejemplo subunidades de KLH, es decir para la eliminacién de una posible contaminacion virica.

En esta etapa, puede seleccionarse una membrana de filtro de virus adecuada, que no influye en el contenido y las
caracteristicas bioquimicas, quimicas y fisicas de las subunidades de hemocianina, por ejemplo, subunidades de
KLH. Se comparan subunidades de hemocianina sin filtrar y filiradas en un estudio de comparabilidad con el fin de
mostrar que las subunidades estan funcionalmente intactas. Puede realizarse un estudio de validacion de virus para
mostrar el efecto de la filtracion de virus de subunidades de hemocianina sobre la eliminacion de virus modelo con
tamafos diferentes.
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Con el fin de demostrar la seguridad de proteinas farmacéuticas derivadas de fuentes bioldgicas, es obligatorio para
el fabricante de tales productos demostrar la inactivacion y/o eliminacion eficaces de virus patégenos durante el
proceso de fabricacién. Habitualmente, esto se realiza mediante adicién conocida deliberada a una version a escala
reducida del proceso de fabricacién de virus relevantes y/o modelo.

Segun la presente invencion, se realiza la eliminaciéon de al menos virus de la leucemia murina, virus de la
pseudorrabia, reovirus tipo 3 y paravovirus porcino mediante nanofiltracién. Con el fin de someter a prueba la
eliminaciéon, a una muestra de prueba se le afiadiran adiciones conocidas de los virus a los titulos definidos y
después se sometera a nanofiltracion. Pueden retirarse muestras de la muestra de prueba prefiltrada, con adiciones
conocidas asi como del nanofiltrado y monitorizarse para determinar virus mediante titulaciéon de punto final y
mediante analisis a granel, respectivamente.

La eliminacion de virus se realiza preferiblemente con el fin de reducir el titulo de virus en un 50%, preferiblemente
un 60%, mas preferiblemente un 70%, mas preferiblemente un 80, mas preferiblemente un 90, mas preferiblemente
un 99%, lo mas preferiblemente un 99,9%.

Virus relevantes que representan posibles contaminantes de productos de hemocianina son los siguientes:

Virus modelo Taxonomia Genoma Estructura Tamafo/nm | Estabilidad L;:gi;:gcl::laar
Virus de la hepatitis . - . de media
A (VHA) Picornaviridae | ARNmc sin envuelta 25-30 a alta FRhK-4
Virus de la diarrea - .
viral bovina (VDVB) Flavivirus ARNmc con envuelta 40-60 baja MDBK
PaNO\Ell;L\J/SP‘;orCInO Parvoviridiae ADNmc sin envuelta 18-24 muy alta PK13
V|rus(§1/esil(r)r)1lo 40 Papovaviridae | ADNbc sin envuelta 40-50 alta Vero

Virus de la hepatitis A (VHA) - virus de ARN monocatenario pequefio (25-30 nm) sin envuelta (ATCC VR-1402) con
una resistencia de media a alta a inactivacion fisicoquimica. La hepatitis A pertenece a la familia Picornaviridae, que
también incluye VEMC y poliovirus. Este virus es un posible contaminante de la sangre y el plasma humanos y por
tanto debe usarse cuando sea posible en estudios. Sin embargo, la presencia de anticuerpos neutralizantes para
este virus en productos sanguineos y plasmaticos significa que su uso esta limitado a situaciones en las que este
problema no se produce.

Parvovirus porcino (PVP) - virus de ADN monocatenario pequefio (~18-25 nm) sin envuelta (proporcionado por
Octapharma AG, Frankfurt, Alemania) con una resistencia alta a inactivacion fisicoquimica. Por tanto, proporciona
una prueba seria para el aclaramiento y la capacidad de reduccion del sistema del proceso posterior. El virus
parvovirus humano B19 puede estar presente a titulos elevados en plasma humano, y por tanto puede usarse PVP
como modelo para B19 en la validacion de productos derivados de plasma humano. También se notifican
incidencias de contaminacion de productos recombinantes con parvovirus tales como virus diminuto murino, y puede
usarse PVP como modelo para esta clase de virus.

Virus de la diarrea viral bovina (VDVB) — virus de ARN monocatenario de tamafio medio (~40-60 nm) con envuelta
(ATCC VR-534) con una resistencia media a inactivacion fisicoquimica. VDVB pertenece a la familia Flaviviridae que
también contiene los virus de la hepatitis C y hepatitis G. VDVB es, por tanto, un virus modelo adecuado cuando la
hepatitis C o G es una preocupacion, particularmente en un producto derivado de sangre humana, y también para
otros contaminantes de Flavivirus y Togavirus, por ejemplo cuando se usa material derivado de bovino.

Virus de simio 40 (VS40) — virus de ADN bicatenario pequefio (~40 nm) sin envuelta (ATCC VR-305) con resistencia
alta a inactivacion fisicoquimica. VS40 proporciona una prueba seria del proceso posterior y su capacidad para
eliminar/inactivar virus. Este virus actia como modelo para otros virus sin envuelta resistentes que pueden estar
presentes como contaminantes en el material de partida, y es un modelo para contaminantes de virus del papiloma y
polioma.

En la presente invencion, se eliminan al menos VHA, VDVB y VS40, preferiblemente con LRF de mas de 2, 3,4,5 6
6 para cada virus. PVP puede eliminarse con LRF de mas de 2, 3 6 4. Alternativamente, o ademas, también se
eliminan virus tal como sigue de la hemocianina o inmunocianina de la presente invencion: virus de la leucemia
murina (MuLV), virus de la pseudorrabia (PRV) y reovirus tipo Il (Reo Ill). Estos virus también se eliminan con LRF
de al menos 2 6 3 para cada virus.

La estabilizaciéon de subunidades de hemocianina con virus filtrados puede realizarse por medio de liofilizacion. Las
disoluciones de proteinas (especialmente proteinas de alto peso molecular) en general no son estables a largo
plazo. Durante el almacenamiento, se produce precipitaciéon de proteinas junto con pérdida de actividad. El
almacenamiento en sistemas de tampoén de estabilizacién o en disoluciones aplicables para uso farmacéutico en
condiciones refrigeradas no condujo a preparaciones de KLH que satisfagan la estabilidad requerida para productos
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farmacéuticos (2 - 3 afios). La liofilizacion de proteinas de alto peso molecular con retencion de toda su actividad
biolégica soélo es posible con una mezcla adecuada de excipientes. Segun la presente invencion, pueden usarse
estabilizadores de proteinas, por ejemplo lactosa, manitol, sacarosa, etc. Estos estabilizadores pueden afadirse a la
disolucion de inmunocianinas purificada como disoluciones con concentraciones de 100 - 700 mg/ml y con un
volumen de 0,1 ml a 1,0 ml por 1 mg de proteina cada una.

Las subunidades de KLH liofilizadas se prueban para determinar su actividad biolégica completa y su integridad
molecular.

La estabilizacion de subunidades de hemocianina con virus filtrados también puede realizarse por medio de
desalacion. La desalacion mediante diafiltracién con agua para inyeccion conduce a una disolucion de subunidad de
hemocianina altamente concentrada libre de sal (20 mg/ml) en agua con estabilidad a largo plazo inesperada en
condiciones refrigeradas (1 - 2 afios). La disolucion de subunidad de hemocianina libre de sal es el portador ideal
para la fabricacion de vacunas conjugadas. Los expertos en la técnica conocen medios y métodos para la
desalacion. Normalmente, se realiza desalacién siempre que la conductividad del filtrado en un proceso de filtracion
iterativo sea > 10 uS/cm o la conductividad del material retenido sea > 150 uS/cm.

Las subunidades de hemocianina libres de sal se prueban para determinar su actividad biolégica completa y su
integridad molecular.

Puede usarse subunidades de hemocianina como mezcla en la razén presente en hemocianina nativa
(“inmunocianina”) o pueden separarse subunidades individuales y usarse tras su aislamiento.

Con el fin de obtener hemocianina “sintética”, la reasociacion de las subunidades ha de realizarse, es decir, el
replegamiento de subunidades de KLH con virus filtrados.

El tamafio de los oligdmeros de hemocianina, por ejemplo de didecameros de KLH (aproximadamente 35 nm), se
sitia en el mismo tamafio de virus grandes. Los métodos de aislamiento y purificacion descritos (cromatografia de
intercambio idnico y filtracién en gel) para KLH nativa no conducen a los factores de reduccion requeridos de la
posible contaminacion virolégica segun directrices establecidas sobre seguridad biolégica de productos bioldgicos
derivados de fuentes animales. La disociaciéon en las subunidades de hemocianina reduce el tamafio, en el caso de
KLH hasta aproximadamente 400.000 Dalton, y hace que la proteina sea accesible a la nanofiltracién. Se realiza
replegamiento con intercambio de tampodn, por ejemplo mediante diafiltracion o dialisis en condiciones de
reasociacion (pH 7 - 8, Ca**, Mg**). La hemocianina reasociada puede purificarse ademas mediante filtracion en gel.

Con el fin de lograr la reasociaciéon, se afiade un tampon de reasociacion a la mezcla de subunidades de
hemocianina.

Se fabrica KLH de alto peso molecular a partir de disolucién de inmunocianina concentrada mediante intercambio de
tampon en condiciones de reasociacion, pH 7 - 8, Ca*', Mg™ y preferiblemente mediante una etapa de
concentracion. Ambas pueden lograrse mediante una o mas hasta una serie de etapas de ultrafiltracién usando una
membrana de polisulfona con un limite de separacién nominal de 50.000 Da.

Ejemplos

Ejemplo 1: Cuarentena de Megathura crenulata

Desde el inicio de las actividades de produccién en la planta de Carlsbad, California en febrero de 2002, se han
recogido 13 lotes de animales en diversos periodos de tiempo. La ID de sitio de recogida es el nimero de zona tal
como se define por Southern California Fisheries Chart (SCFC).

Las condiciones meteoroldgicas en California durante la recogida de los animales para los lotes MC-001 a MC-013
no fueron inusuales. Sin embargo, durante el lote mas reciente de animales recogidos, MC-014, California habia
experimentado condiciones de lluvia inusuales antes de la recogida de los animales, sin embargo, el dia de
recepcion de los animales, no se experimentaron lluvias.

Puede sefalarse que la incorporacion de métodos de prueba ha evolucionado desde que se empezaron las
actividades en la planta. Las pruebas de coliformes fecales en animales, sustancia toxica, DDT y pruebas de PCB se
iniciaron con el lote n.° MC-002. Las pruebas de pH y conductividad se han realizado para todos los lotes, las
pruebas de nitrato, nitrito y amoniaco se iniciaron en la muestra de agua de mar con el lote n.° MC-006.

El pH y la conductividad del agua de mar tienen un intervalo de 8,0 a 8,3 y de 45,0 a 52,4 respectivamente. El
contenido en nitrato, nitrito y amoniaco oscilé6 entre 0 y 80 ppm, entre 0 y 0,25 ppm y entre 0,25 y 1,0 ppm
respectivamente, el extremo alto del intervalo se corresponde con los valores para el lote MC-014, que se recogio,
tal como se ha indicado tras las fuertes lluvias. Los coliformes fecales de muestras de agua de mar fueron de
<2 MPN/100 ml para muestras recogidas de MC-002 a MC-013 y fueron de 29, 11 y 49 MPN para el lote mas
reciente MC-014 correspondiente a las tres muestras de agua “0”, “50” y “100” respectivamente.

Los resultados de prueba de DDT y PCB indican que estan por debajo del limite de deteccion de los respectivos
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ensayos. Parece que esto no es un problema en el sitio de recogida 718 y 719 de donde se recogieron los animales.

Los datos de coliformes fecales de animales sugieren que los coliformes fecales fueron generalmente de < 18 y un
maximo de 20 MPN/100 gramos para el lote n.° MC-002 a MC-013, sin embargo para MC-014 los valores fueron
muy altos, 3.500 MPN/100 gramos. Estos resultados, junto con los coliformes fecales en el agua de mar circundante,
sugieren que estos animales tienden a concentrar los coliformes fecales.

Tras la recepcion de los resultados de laboratorio para coliformes fecales en animales, se decidié enviar muestras
de animales de los tanques de cuarentena, se tomaron 3 del tanque Q1 y 3 del tanque Q2, el 19 de enero de 2005.
Los animales se recibieron en los tanques el 6 de enero de 2005 y, por tanto, estuvieron presentes en el agua del
tanque durante 13 dias antes de las pruebas. Se iniciaron estas pruebas para determinar si los procedimientos de
cuarentena que se han incorporado al programa de fabricacion tendrian un efecto sobre la reduccién del contenido
de coliformes fecales de animales. La copia del informe de la prueba se adjunta a este informe como adjunto. Los
resultados indican que los coliformes fecales de animales son de < 18 MPN/100 gramos. Estos resultados son muy
alentadores y sugieren que los procedimientos en marcha son eficaces para reducir el contenido de coliformes de
los animales, si cualquiera estuviera presente, como con este lote MC-014.

El analisis de los datos que se refieren a animales y agua de mar sugiere que:

El pH y la conductividad del agua de mar proporcionan informacién sobre las condiciones de agua de mar naturales
y serian Utiles para comparar con el agua de mar artificial preparada de manera interna. Actualmente, hay una
especificacion para agua de mar artificial de 7,5 a 8,5 y conductividad de 46-52 ms/cm. Estas especificaciones
parecen coincidir bien con los intervalos para agua de mar natural.

El examen toxicologico para agua de mar del sitio de recogida se inicié6 basandose en el consejo del Dr. Robert
Mooney, Merkel & Associates, usado como inspector sanitario de animales externo para los tres primeros lotes de
animales recibidos, concretamente MC-001 a MC-004. Los resultados hasta la fecha sugieren que DDT y PCB no
son un problema para el area en la que se recogen las lapas y a la que se liberan.

El procedimiento de cuarentena de animales interno parece ayudar en la reduccién del contenido de coliformes de
animales y es un procedimiento muy util. Actualmente, la liberacion de animales para fabricacion requiere un minimo
de siete dias desde el inicio de la cuarentena, se obtuvieron los datos de coliformes fecales de animales para MC-
014 en animales tras 13 dias de mantenimiento del animal en los tanques. Puede ser necesario iniciar una
investigacion mas sistematica sobre la duracion de la cuarentena y la reduccion de coliformes fecales y determinar si
la especificacion establecida actual de siete dias es suficiente. Tales estudios van a iniciares tras la recogida de
animales de aguas con un alto contenido en coliformes como fue el caso con MC-014.

Ejemplo 2: Aislamiento cromatografico directo de hemocianina nativa a partir de sueros de hemolinfa

Los sueros de hemolinfa basados en su origen a partir de un molusco marino contienen, ademas de hemocianina y
otros componentes séricos, altos niveles de cloruro de sodio y otros minerales. La conductividad, en promedio, es de
aproximadamente 50 ms/cm. En esas presentes condiciones, KLH no puede unirse a resinas de intercambio iénico.
Para lograr unién cuantitativa de KLH, la conductividad ha de reducirse hasta < 20 mS/cm.

Con el fin de reducir la conductividad tal como se describié anteriormente, los sueros de hemolinfa se desalan
parcialmente mediante métodos adecuados tales como filtracion en gel, electrodialisis, diafiltracion o dilucion. La
eliminacion de sales conduce a precipitacion de los demas componentes séricos, es decir, proteina e hidratos de
carbono. La precipitacion se elimina mediante centrifugacién a baja velocidad, filtracion en profundidad o filtracion
por membrana (0,8 u. 0,45 um).

Posteriormente, la KLH de alto peso molecular disuelta coloidal se aisla mediante procedimientos de cromatografia,
es decir cromatografia IEX seguido por disociacion y purificacion de subunidades.

Disociacion de hemocianina
Método 1:

La proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa se purifica a partir de la hemolinfa mediante cromatografia de
intercambio idnico. La hemocianina se une a un intercambiador anidénico y después se disocia en la columna en las
subunidades de KLH (inmunocianina) en tampodn alcalino (pH 9,6). La inmunocianina se recupera de la columna por
medio de elucion en gradiente de sal. La disolucion de inmunocianina resultante se desala y se concentra mediante
diafiltracion/ultrafiltracion. La disolucion de inmunocianina concentrada puede purificarse posteriormente mediante
una etapa de cromatografia IEX adicional.

Método 2:

La proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa se purifica a partir de la hemolinfa mediante cromatografia de
intercambio i6nico. La hemocianina se une a un intercambiador aniénico y después se recupera de la columna por
medio de elucion en gradiente de sal. La disolucion de hemocianina resultante se desala, se concentra y se disocia

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2717709 T3

en las subunidades de KLH (inmunocianina) por medio de diafiltracion, dialisis o ultrafiltracion en tampdn alcalino
(pH 9,6). Finalmente la disolucién de inmunocianina se concentra seguido por purificacion con una etapa de
cromatografia IEX adicional.

La hemocianina obtenida del método 1/método 2 se disuelve en tampdn de disociacion (pH 9,6, sin Ca*™ y Mg*™).
Esto crea condiciones alcalinas, que conducen a la disociacién de la molécula de hemocianina nativa en sus
subunidades. La entidad de estas subunidades se denomina inmunocianina.

Método 3:

La proteina hemocianina de unién a oxigeno nativa se purifica a partir de la hemolinfa mediante cromatografia de
intercambio ionico. La hemocianina se une a un intercambiador aniénico y después se recupera de la columna por
medio de elucion en gradiente de sal. La hemocianina de la disolucién de hemocianina resultante se aisla por medio
de ultracentrifugacion. Los sedimentos obtenidos se disuelven en tampdn de disociacion. Finalmente, la disolucion
de inmunocianina se concentra y puede purificarse con una etapa de cromatografia IEX adicional.

Concentracién de disolucién de inmunocianina

Antes de la purificacion final (pulido) mediante filtracién en gel, la disolucién de inmunocianina se concentra hasta un
contenido en proteinas de 20 mg/ml (* 2,5 mg/ml) mediante ultrafiltracion. Con este fin, se usan membranas de
polisulfona o poliéter sulfona de baja unién a proteinas (limite de separacion: 30.000 Dalton; area de filtro:
> 700 cm?) montadas en una unidad de ultrafiltracion de acero inoxidable.

Tras la ultrafiltracion, la disolucion de inmunocianina concentrada se filtra a través de un filtro de membrana de
0,22 pm.

Purificacion (pulido)

La disolucién de inmunocianina concentrada se purifica finalmente mediante cromatografia de liquidos de presion
media a través de una columna de filtracién en gel.

Ejemplo 3: Nanofiltracién de subunidades de KLH purificadas (inmunocianina)

Debido al origen de la KLH nativa, existe un riesgo virolodgico por patégenos humanos. Para garantizar la seguridad
bioldgica, el proceso posterior de productos biolégicos debe contener etapas para la inactivaciéon o eliminacion de
una posible contaminacion virica. Se sometieron a prueba métodos de inactivacién comercialmente disponibles en
KLH y se encontré que no eran adecuados debido a su efecto dafiino sobre las preparaciones de KLH (reduccion de
pH, tratamiento térmico).

Se demostré previamente que la nanofiltracion eliminaba de manera eficaz diversos virus de composiciones de
proteinas. Sin embargo, la nanofiltracion resulté no ser util para hemocianinas o KLH nativa, debido al peso
molecular de KLH nativa de > 8 millones de Dalton. Los filtros no podian discriminar virus de proteina, es decir la
proteina es demasiado grande para pasar por la membrana de filtros de virus tipicos (tamafio de poro de entre 15 y
35 nm). Se efectud una reduccién hasta el peso molecular uniforme de aproximadamente 400.000 Dalton de
subunidades de KLH. Varios filtros de virus con diferentes tamafios de poro se han sometido a prueba en proceso a
escala reducida.

Ejemplo de referencia: Protocolo de filtracién de punto muerto, filtracion de virus de subunidades de KLH

Una proteina de aproximadamente 400 KD en una concentracion de aproximadamente 5 mg/ml obtenida de sangre
de caracoles marinos de California se ha filtrado a través de Planova 20 N, 0,001 m? en modo de punto muerto con
presion constante de 2,0 bar. La velocidad de flujo fue de 0,4 ml/min. La formulacién de proteinas estaba a un pH de
9,6 en un tampon de glicina/NaOH. Se aplic6 1 g de material de partida. Con filtracion de punto muerto, se
obtuvieron 0,1 g de proteina en una concentracion con 0,5 mg/ml, es decir un rendimiento de proteina del 10%.
Ademas, una reduccién de las cantidades de partida de la proteina o la concentracion de la proteina en un factor de
10 o mas no condujo a resultados diferentes. Ademas, la reduccion de la presion o el aumento del tamafio no
condujeron a cambios de rendimiento de proteina.

Ejemplo de trabajo: Protocolo de filtracién de flujo cruzado; filtracién de virus de subunidades de KLH

Una proteina de aproximadamente 400 KD en una concentracion de aproximadamente 0,45 mg/ml obtenida de
sangre de caracoles marinos de California se ha filtrado a través de Planova 20 N, 0,12 m? en modo de flujo cruzado
con una presion constante de 0,16 bar. La formulacion estaba en un tampén de glicina y NaOH a un pH de 9,6. La
cantidad de material de partida fue de 5.000 g en una concentracién de 0,45 mg/ml. La cantidad de proteinas
obtenida tras nanofiltracion fue de 4,688 g en una concentracion de 0,42 mg/ml. Esto constituye un rendimiento del
93%.

Este ejemplo demuestra que, al contrario que la filtracion de punto muerto, la filtracion de flujo cruzado permite la
filtracion de cantidades cuantitativas de proteina hemocianina tras disociacién en sus subunidades. Pueden
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emplearse nanofiltros de un tamafio de poro de entre 15 y 35 nm que son suficientes para eliminar los virus mas
pequefios conocidos.

Ejemplo 4: Prueba de concepto: estudio de viabilidad

Este ejemplo demuestra la idoneidad de la filtracion de flujo cruzado para eliminar pequefios virus de un diametro de
los virus mas pequefios conocidos. En este ejemplo, se sometioé a prueba PVP. PVP tiene un diametro de 20 nm y
se hicieron adiciones conocidas del virus a una concentracion del 0,5% por proteina.

A la inmunocianina, una proteina de peso molecular uniforme de aproximadamente 400.000 Dalton de subunidades
de KLH se le afadieron adiciones conocidas de PVP al 0,5%. La carga de virus total en el prefiltrado fue de 10.620.
La cantidad de proteinas tras la adicion conocida de virus fue de 4.814,9 g. Se realiz6é nanofiltracion con nanofiltros
Planova 20 N, 0,12 m? en modo de flujo cruzado. La velocidad de flujo escogida fue de 50 mm/min con una presién
constante de 0,28 bar. Se retuvieron 4.662,4 g de proteina en el filirado. El LRF para PVP fue de 3,14 +/- 0,32. Por
consiguiente, la cantidad de proteinas fue mayor del 93% con una eliminacion de virus de mas del 99,9%.

Este ejemplo muestra que la filtracién de flujo cruzado es adecuada para la preparacion de KLH o subunidades de
KLH en una forma libre de virus a una escala comercialmente relevante con un rendimiento de mas del 90%.

Ejemplo 5: Estabilizacién de subunidades de KLH purificadas por medio de desalacion

Principio

Se fabrica liquido a granel de KLH libre de sal a partir de inmunocianina purificada mediante desalaciéon y
concentracion. Ambas se logran mediante una serie de etapas de ultrafiliracion usando una membrana de
polisulfona con un limite de separacién nominal de 30.000 Da.

Preparacion del lote de desalacion

Con el fin de minimizar variaciones entre lotes durante el procedimiento de desalacion, se concentra disolucion de
inmunocianina purificada hasta un contenido en inmunocianina de entre 10 mg/ml y 40 mg/ml (z 2 mg/ml) mediante
ultrafiltracion. Con este fin, se usan membranas de polisulfona o poliéter sulfona de baja unién a proteinas (limite de
separacion: 30.000 Da) montadas en una unidad de ultrafiltracion de acero inoxidable. Antes de su uso, las
membranas se acondicionan mediante recirculacién con tampén de disociaciéon alcalino a una temperatura de +2-
8°C. Se logra el flujp mediante una bomba peristaltica. Finalmente, el acondicionamiento se somete a prueba
mediante control en proceso de pH y endotoxinas bacterianas. Antes de empezar el procedimiento de concentracion,
se comprueba la unidad de ultrafiltracion para determinar la integridad.

Concentracién

La disolucion de inmunocianina se transfiere ahora a la unidad de ultrafiliracion y se recircula a +2-8°C. La
concentracion se controla pesando el ultrafilirado obtenido. La presiéon de entrada maxima de la unidad de
ultrafiltracion no debe exceder 1 bar, preferiblemente no 0,5 bar. La disoluciéon de inmunocianina se recircula hasta
que se ha recogido la cantidad calculada de ultrafilirado. Finalmente, el concentrado se somete a prueba mediante
control en proceso del valor de pH, osmolalidad, conductividad, contenido en inmunocianina.

Desalacion

La disolucién de inmunocianina concentrada (= lote de desalaciéon concentrado) se desala o bien mediante dilucién 1
+ 1 con agua para inyecciones en cada ciclo de ultrafiltracién o bien alternativamente afadiendo el agua para
inyecciones empleando un procedimiento de lavado de volumen constante. El procedimiento de desalacion se
controla pesando el ultrafilirado, el lote de desalacion concentrado y sometiendo a prueba la conductividad del
ultrafiltrado y el lote de desalacion. Si la conductividad del ultrafiltrado ha alcanzado < 10 uS/cm o si la conductividad
del lote de desalacion concentrado es < 150 puS/cm, el procedimiento de desalacion se termina y el contenido en
inmunocianina del lote de desalacién se determina con el fin de preparar el lote final de liquido a granel de KLH libre
de sal.

Preparacion del lote final de liquido a granel de KLH libre de sal

El lote final de liquido a granel de KLH libre de sal se prepara a partir del concentrado de inmunocianina mediante
dilucion hasta un contenido en inmunocianina de 20 mg/ml. Con este fin, se pesa el concentrado de inmunocianina
filtrada. Se pesa la cantidad requerida de agua para inyecciones con exactitud y se afiade lentamente al concentrado
de inmunocianina filtrada. La disolucién se mezcla cuidadosamente, y se retira una muestra para control en proceso
del valor de pH, densidad, osmolalidad, conductividad, contenido en inmunocianina.

La disolucion liberada se esteriliza finalmente mediante filtracion a través de un filtro de membrana de 0,22 um
directamente en bolsas de infusion.

Se almacenan a +2-8°C.
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Durante la filtracidn, se retiran muestras para control de calidad.

Ejemplo 6: Replegamiento de subunidades de KLH con virus filtrados y purificacion final.

Principio

Se fabrica KLH de alto peso molecular a partir de disoluciéon de inmunocianina concentrada mediante diafiltracion
(intercambio de tampén en condiciones de reasociacion, pH 7 - 8, Ca**, Mg**) y concentracion. Ambas se logran, por
ejemplo, mediante una serie de etapas de ultrafiltracion usando una membrana de polisulfona con un limite de
separacion nominal de 50.000 Da.

Concentracion de la disolucién de inmunocianina purificada

Con el fin de optimizar las condiciones de reasociacion, la disolucién de inmunocianina purificada se concentra hasta
un contenido en inmunocianina de 20 mg/ml (x 2 mg/ml) mediante ultrafiltracion. Con este fin, se usan membranas
de polisulfona o poliéter sulfona de baja unidon a proteinas (limite de separacion: 30.000 Da) montadas en una
unidad de ultrafiltracion de acero inoxidable. Antes de su uso, las membranas se acondicionan con tampén de
eluciéon tal como sigue. En primer lugar, el sistema de ultrafiliracion se aclara con tampon de elucion a una
temperatura de +2-8°C, mientras se cierran las salidas del filtrado. Se logra el flujo mediante una bomba peristaltica.
Finalmente, el tampodn de elucidon se retira completamente del sistema. Se retira una muestra del lado de material
retenido para control en proceso del pH, endotoxinas bacterianas. Antes de empezar el procedimiento de
concentracion, la unidad de ultrafiltracion se comprueba para determinar su integridad.

La disoluciéon de inmunocianina se transfiere ahora a la bolsa de material retenido de la unidad de ultrafiltracion. La
recirculacion se empieza, y el ultrafilirado se recoge en un vaso de precipitados que se ha pesado. La temperatura
se mantiene a +2-8°C. Como durante el acondicionamiento, la presién de entrada maxima de la unidad de
ultrafiltracion no debe exceder 1 bar. La disolucion de inmunocianina se recircula hasta que se ha recogido la
cantidad calculada de ultrafiltrado. EI material retenido se mezcla, mientras se cierran las salidas del filtrado, y se
retira una muestra para control en proceso del valor de pH, osmolalidad, conductividad, contenido en inmunocianina.

Reasociacion

Con el fin de replegar las subunidades de KLH, se usa un segundo sistema de ultrafiltracion con membranas de
polisulfona o poliéter sulfona de baja union a proteinas (limite de separacién: 50.000 Da) montadas en una unidad
de ultrafiltracién de acero inoxidable. Antes de su uso, las membranas se acondicionan con tampdn de reasociacion
tal como sigue. En primer lugar, el sistema de ultrafiltracion se aclara con tampoén de reasociacion a una temperatura
de +2-8°C, mientras se cierran las salidas del filtrado. Se logra el flujo mediante una bomba peristaltica. Finalmente,
el tampodn de reasociacion se retira completamente del sistema. Se retira una muestra del lado de material retenido
para control en proceso del pH, endotoxinas bacterianas. Antes de empezar el procedimiento de reasociacion, la
unidad de ultrafiltracion se comprueba para determinar su integridad.

Para la reasociacion, el sistema de ultrafiltracion se recircula con un tampén de reasociacion (entre 2 y 10 veces el
volumen de disoluciéon de inmunocianina concentrada) mientras se cierran las salidas del filtrado. La disolucion de
inmunocianina concentrada se inyecta lentamente en el tampdn de reasociacion recirculado. La temperatura durante
todo el procedimiento de reasociacion se mantiene a una temperatura de +2-8°C. Tras la inyeccion completa de la
disolucion de inmunocianina concentrada, el lote de reasociacion se diafiltra frente a entre 2 y 10 veces de tampdn
de reasociacion aplicando el procedimiento de lavado de volumen constante. Finalmente, el lote se concentra hasta
un contenido en KLH de 20 mg/ml.

Tras la reasociacion, la disolucion de KLH se filtra a través de un filtro de membrana de 0,22 pm.
Purificacion de KLH replegada mediante filtracion en gel

La disolucion de KLH concentrada se purifica finalmente mediante cromatografia de liquidos de presién media a
través de una columna de filtracion en gel.

Actividad biolégica y potencia, comparabilidad con KLH nativa

Se compararon KLH nativa y KLH sintética obtenida tras la reasociacion segun el método de la presente invencion.
Se compararon KLH sintética y KLH nativa por medio de espectroscopia CD. Las bandas en espectroscopia CD
fueron idénticas.

Las bandas de proteina en SDS PAGE fueron idénticas cuando se compararon KLH sintética y nativa. En KLH
sintética, no se encontraron fragmentos de proteina.

También se realizé inmunoelectroforesis bidimensional para comparar KLH sintética y nativa. Se usaron sueros anti-
KLH 1 y anti-KLH. Los patrones inmunoelectroforéticos fueron idénticos para ambas, KLH nativa y sintética. Se
producen dos maximos de precipitacion (uno para KLH1 y uno para KLH2) tanto para KLH nativa como sintética.
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Las investigaciones electromicroscopicas de ambas, KLH nativa y sintética, muestran los decameros, didecameros y
tridecameros tipicos.

Las pruebas densiométricas y PAGE nativa muestran que tanto KLH sintética como nativa incluyen las bandas de
proteina tipicas. Se obtuvo una razén entre KLH1 y KLH2 de entre 0,9 y 1,0 para ambas, KLH sintética y nativa.
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REIVINDICACIONES
Método de producciéon de hemocianina de lapa californiana (KLH) sintética que comprende las etapas de
a) disociar KLH nativa para obtener subunidades, aplicando un pH de entre 8 y 10,

b) nanofiltrar las subunidades obtenidas en la etapa a) usando filiros con un tamafio de poro de entre 15y
35 nm;y

c) reasociar las subunidades obtenidas tras la nanofiltracion aplicando un pH de entre 6 y 9 para obtener la
KLH sintética.

Método segun la reivindicacion 1, en el que las subunidades son menores de 800.000 Dalton.
Método segun las reivindicaciones 1 6 2, en el que la disociacion se efectia mediante el pH entre 9 y 10.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la filtracion elimina al menos el 99,9% de la
cantidad total de virus presentes en KLH nativa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la reasociacion se efectda a un pH de entre
7y8.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la filtracion es filtracion de flujo cruzado.

Método segun la reivindicacion 6, en el que la cantidad de proteina obtenida es mayor del 60% por cantidad
de KLH nativa.

Método segun la reivindicacion 6, en el que la cantidad de proteina obtenida es mayor del 90% por cantidad
de KLH nativa.

Método de produccién de inmunocianina que comprende las etapas de

a) disociar hemocianina de lapa californiana (KLH) nativa para obtener subunidades aplicando un pH de
entre 8y 10; y

b) nanofiltrar las subunidades obtenidas en la etapa a) usando filiros con un tamafio de poro de entre 15y
35 nm.

Método segun la reivindicacion 9, en el que la disociacion se efectia a un pH de entre 9 y 10.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9-10, en el que la filtracion elimina al menos el 99,9% de la
cantidad total de virus presentes en KLH nativa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en el que la filtracion es una filtracion de flujo
cruzado.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en el que la cantidad de proteina obtenida es mayor
del 90%.

Hemocianina de lapa californiana (KLH) sintética que tiene al menos el 99,9% de la cantidad total de virus
presentes en KLH nativa eliminados y producida segun el método segun cualquiera de las reivindicaciones
1-8.

Inmunocianina sintética que tiene al menos el 99,9% de la cantidad total de virus presentes en KLH nativa
eliminados y obtenida mediante el método segun cualquiera de las reivindicaciones 9-13.

Método de eliminacion de virus de una preparacién de hemocianina que comprende:
a) disociar la hemocianina para obtener subunidades, aplicando un pH de entre 8 y 10,

b) nanofiltrar las subunidades obtenidas en la etapa a) usando filiros con un tamafio de poro de entre 15y
35 nm;y

c) reasociar las subunidades obtenidas tras la nanofiltracion aplicando un pH de entre 6 y 9 para obtener la
hemocianina purificada.
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