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ES 2281 104 T3

DESCRIPCION

Proceso para separar el inhibidor de alfa-1-proteinasa de una pasta de Fraccién Cohn IV, + IV,.

La presente invencién se refiere a un proceso mejorado para la purificaciéon del inhibidor de alfa-1-proteinasa (alfa-
1-antitripsina).

El inhibidor de alfa-1-proteinasa (aqui “a-1-PI” o “alfa-1-PI”’), también conocido como «-antitripsina, es una
seroglicoproteina con un peso molecular de 52.000. La alfa-1-PI es sintetizada en el higado y estd presente en el suero
a niveles que oscilan entre 150 y 350 mg/dl (equivalente a 30-80 M) cuando se ensaya con estandares de plasma.

La alfa-1-PI trabaja en los pulmones inhibiendo la elastasa neutréfila, una serina-proteasa que, en grandes canti-
dades, puede llevar a la destruccién de las paredes alveolares. En el pulmén normal, la alfa-1-PI proporciona més del
90% de la proteccion contra la elastasa neutréfila en el tracto respiratorio inferior.

La carencia de alfa-1-PI es un trastorno hereditario autosomal recesivo desplegado por gran cantidad de variantes
alélicas y se ha caracterizado por una disposicién alélica designada como sistema inhibidor de proteasa (Pi). Estos
alelos se han agrupado en base a los niveles de alfa-1-PI que se encuentran en el suero de distintos individuos. Los
individuos normales poseen niveles de alfa-1-PI normales en el suero (se ha sefialado que los individuos normales
tenfan un fenotipo PIMM). Los individuos carentes tienen niveles de alfa-1-PI en suero inferiores al 35% del nivel
normal medio (se ha sefialado que estos individuos tenian un fenotipo PiZZ). Ningin individuo tiene la proteina alfa-
1-PI indetectable en su suero (se ha sefialado que estos individuos tenian un fenotipo Pi(nulo)(nulo)).

La carencia de alfa-1-PI se caracteriza por niveles bajos en suero (menos del 35% de los niveles normales medios)
y en los pulmones de alfa-1-PI. Estos individuos carentes corren el gran riesgo de desarrollar enfisema panacinar. Este
enfisema predomina en aquellos individuos que presentan fenotipos PiZZ, PiZ(nulo) y Pi(nulo)(nulo). Normalmente,
los sintomas de esta condicién se manifiestan en los individuos afectados en la tercera a cuarta décadas de su vida.

El enfisema asociado a la carencia de alfa-1-PI se desarrolla como resultado de concentraciones insuficientes
de alfa-1-PI para inhibir la elastasa neutrdfila en el tracto respiratorio inferior, lo que conduce a la destruccién de
la estructura del tejido conectivo del parénquima pulmonar. Los individuos con carencia de alfa-1-PI poseen poca
proteccion contra la elastasa neutrdfila liberada por los neutréfilos en el tracto respiratorio inferior. Este desequilibrio
entre proteasa:inhibidor de proteasa en los individuos carentes de alfa-1-PI resulta en un dafio crénico del parénquima
pulmonar y de las paredes alveolares y finalmente su destruccion.

Los individuos con carencia severa de alfa-1-PI muestran tipicamente niveles endégenos de alfa-1-PI en suero
inferiores a 50 mg/dl, segtin lo determinan los estdndares comerciales. Los individuos con estos bajos niveles de alfa-
1-PI en suero corren un riesgo de mas de un 80% de desarrollar enfisema durante su vida. Se estima que al menos
40.000 pacientes en Estados Unidos, o el 2% de todos los que padecen enfisema, padecen esta enfermedad como
resultado de un defecto en el gen codificador para alfa-1-PI. Una carencia en alfa-1-PI representa uno de los trastornos
hereditarios letales mds comunes de los caucésicos en Estados Unidos y Europa.

La terapia para los pacientes con carencia de alfa-1-PI se dirige hacia la sustitucién o el aumento de los niveles
de alfa-1-PI en el suero. Si se incrementan los niveles en suero de alfa-1-PI, se espera que se consigan mayores
concentraciones en los pulmones y, por tanto, se corrija el desequilibrio elastasa neutréfila:alfa-1-PI en los pulmones,
impidiendo la lenta destruccidén del tejido pulmonar. Estudios en poblaciones normales y carentes de alfa-1-PI han
sugerido que los niveles protectores minimos de alfa-1-PI en suero son de 80 mg/dl o 11 uM (aproximadamente 57
mg/dl; utilizando los estdndares puros). En consecuencia, la mayoria de las terapias para aumentar en los pacientes
carentes de alfa-1-PI apuntan a proporcionar el nivel protector minimo en suero de alfa-1-PI, ya que la alfa-1-PI en el
suero es la fuente de la alfa-1-PI alveolar.

Se dispone de preparaciones de alfa-1-PI para su uso terapéutico desde mediados de los afios 80. su principal uso
ha sido en la terapia de aumento (sustitucién) para la carencia congénita de alfa-1-PI. La vida media de la alfa-1-PI
humana in vivo es de 4,38 dias, con una desviacion estandar de 1,27 dias. La dosificacidon actualmente recomendada,
de 60 mg de alfa-1-PI por kg de peso corporal por semana, restaurara los bajos niveles en suero de alfa-1-PI a niveles
por encima del nivel protector umbral de 11 M u 80 mg/dl.

Anteriormente ya se habfa purificado la alfa-1-PI mediante varias técnicas. Uno de estos procesos combinaba la
cromatografia en un medio cromatografico de intercambio aniénico seguida de precipitacion con PEG. Otros pro-
cedimientos de purificacién utilizan la precipitacién con PEG seguida de cromatograffa de intercambio aniénico, o
multiples etapas de precipitacion con PEG seguidas de una cromatografia de intercambio aniénico. Otros han emplea-
do combinaciones de precipitacién con PEG, una o mds etapas de cromatografia de intercambio anidnico y etapas
de cromatografia en quelatos metélicos. Todavia otros métodos han utilizado técnicas de separacién de fases para
purificar la alfa-1-PI. Se han comunicado actividades especificas de 126 unidades/mg para la alfa-1-PI purificada.

La EP 0.097.274 describe un método para separar el inhibidor de alfa-1-proteinasa (PI) del plasma sanguineo o de
fracciones de plasma sanguineo.
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La presente invencién se dirige a un proceso mejorado para purificar la alfa-1-PI. El proceso comprende proporcio-
nar una fraccién impura de proteina, preferentemente una pasta de Fraccién Cohn IV, + IV, que comprende la alfa-1-
PI. La fraccién impura de proteina se suspende en agua fria o en una solucidn salina a pH 6 para disolver las proteinas
solubles, incluyendo albimina, alfa-2-globulina (alfa-2-macroglobulina y hatoglobulina) y beta-globulina (transferri-
na). Luego se filtra la suspensién para recuperar las proteinas insolubles, incluida la alfa-1-PI que se lava con agua
(o con una solucién salina). A continuacién, la fraccidn proteica insoluble lavada se resuspende en agua (o en una
solucidn salina) y se ajusta el pH a 8,5. Se aflade PEG para precipitar la alfa-2-globulina. Se recupera el sobrenadante
y se afiade ZnCl, para precipitar la alfa-1-PI bruta. La alfa-1-PI bruta entonces se resolubiliza en un tampén NaEDTA
y se trata con Tween 80 y con fosfato de tri-n-butilo (TNBP) para inactivar los virus. Preferentemente, se aflade un
azicar, como sacarosa, maltosa, glucosa o similar, para estabilizar la alfa-1-PE durante la inactivacién viral, con lo
que se incrementa la produccion.

Posteriormente se aplica la solucién tratada a un medio de intercambio anidnico para separar la alfa-1-PI de otras
proteinas remanentes. La fraccion que comprende la alfa-1-PI se recupera entonces y se trata preferentemente con
bentonita para eliminar la apolipo-proteina todavia presente. La solucién purificada resultante de alfa-1-PI es entonces
recuperada y concentrada.

La alfa-1-PI purificada por el presente proceso tiene una actividad especifica superior a 1,0 unidades/OD,g,. El
presente proceso proporciona un rendimiento de al menos 1,0 unidad/gramo de pasta y es preferentemente superior a
1,3 unidades/gramo de pasta.

Al utilizar la presente invencién, se mejoran la calidad y rendimiento de la alfa-1-PI. Ademas, el presente proceso
de purificacion acorta el procesamiento en comparacion con otros procesos.

El proceso comprende una combinacién tnica de las etapas de purificacién para producir un alto rendimiento y
una gran actividad especifica de la preparacion de alfa-1-PI.

La alfa-1-PI se purifica a partir de una fracciéon impura de proteina. La fraccién impura de proteina puede ser
plasma, alfa-1-PI producida por métodos recombinantes o cualquier otra fuente que comprenda la proteina alfa-1-
PI. En una realizacién preferente, la fraccién impura de proteina es una pasta de Fracciéon Cohn IV, + IV,, cuya
preparacion es bien conocida en la técnica.

Tratamiento Inicial de la Pasta de Fraccion IV, + 1V,

La pasta de Fraccion IV, + IV, (u otra fraccién impura de proteina) se suspende en 5 + 2 partes de agua o de
solucién salina, es decir 0,05 a 0,15 M de NaCl, por cada parte de pasta de Fraccién IV, + IV,, a menos de 15°C y a
un pH de 6,0 + 0,2, durante al menos una hora. Las proteinas solubles, incluida la albimina, alfa-2-globulina y beta-
globulina, se separan entonces de las proteinas insolubles, incluido el inhibidor de alfa-1-proteinasa, mediante un filtro
de prensa, centrifugacién o similar. Se lava el residuo a menos de 15°C con 5 volimenes de agua o de solucidn salina
de la pasta original a un pH de 6 + 0,2 para eliminar la proteina soluble adicional fisicamente retenida en la pasta
insoluble.

Se ha descubierto que al suspender la pasta de Fraccién IV, + IV, en agua o en una solucién salina a un pH de 6,0
+ 0,2, y con los lavados posteriores, se elimina casi la totalidad de la albimina y la mayoria de las proteinas alfa-2- y
beta del precipitado de la Fraccién IV, + IV,.

Precipitacion con PEG

El residuo de proteina insoluble se resuspende en 5 + 2 volimenes de agua a un pH de 8,5 + 0,5 por volumen
de residuo a una temperatura de aproximadamente 15°C + 5°C durante 6 horas preferentemente, aunque se puedan
utilizar tiempos mas cortos o mas largos. No son preferentes tiempos mas cortos ya que la produccion mejora a medida
que el periodo aumenta. Actualmente es preferente una duracién de seis horas como combinacién 6ptima del tiempo
de proceso y produccién. A continuacién se afiade Tris s6lido hasta una concentracién final de 10 + 5 mM y se afade
NaCl s6lido hasta una concentracién final de 150 + 20 mM y se ajusta el pH a 8,0. Entonces se afiade polietilenglicol
3350 (PEG) hasta una concentracion final del 15 + 5% en peso/peso y se mezcla a 15 + 5°C durante aproximadamente
una hora. Se aflade PEG para precipitar la alfa-2-globulina.

El precipitado de PEG que se forma se elimina en un filtro de prensa. Se lava el filtro de prensa antes y después de
la filtracién con una solucién que contiene 150 + 25 mM NaCl y un 15 + 5% en peso/peso PEG a un pH de 8,0 + 0,5.
Alternativamente, se puede eliminar el precipitado por centrifugacién.

Precipitacion con ZnCl,

Se afiade ZnCl, (100 + 10 mM) al sobrenadante de PEG hasta una concentracién final de 6 + 5 mM y se ajusta el
pH de la solucién a 7,5 + 0,5. Se enfria la solucién a 5 + 5°C y se mezcla durante al menos una hora. El ZnCl, hace
precipitar alfa-1-PI bruta. La alfa-1-PI bruta se concentra por filtracion, preferentemente por filtracion Prostak™, por
ejemplo tal como se describe en “Prostak Open-Channel Modules”, Millipore Corporation, o por centrifugacién, y se
retira el filtrado. La suspensién concentrada o el precipitado puede congelarse para su procesamiento posterior.
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Inactivacion Viral por Tratamiento Diferido con Disolventes

Se resolubiliza la alfa-1-PI bruta en 50 mM NaEDTA mediante Prostak por recirculacién. Se afiade un aztcar,
preferentemente sacarosa, en una cantidad de un 15 + 5% en peso/peso (o aproximadamente 0,25 + 0,05 M de Na;
citrato) como estabilizador durante la inactivacion viral. Se mezcla la solucién a 15 + 5°C hasta que se disuelva la
sacarosa.

La solucién que contiene la alfa-1-PI se inactiva de todo virus mediante tratamiento con disolvente-detergente.
Una solucién del 10 + 1% en peso/volumen de polisorbital-80 y del 3 + 0,3% en peso/peso de fosfato de tri-n-butilo
es afiadida a la solucién de alfa-1-PI hasta una concentracion final de 1,0 + 0,5% en peso/volumen de polisorbato-80 y
de 0,3 + 0,15% en peso/peso de fosfato de tri-n-butilo. Se incuba entonces la solucién a 27 + 3°C, pH 8 + 0,5, durante
6 horas minimo para inactivar cualquier virus que pueda estar presente en la alfa-1-PI.

Se ha descubierto que la presencia de azicar, por ejemplo de sacarosa, como estabilizante durante la inactivacién
viral por tratamiento con disolvente-detergente aumenta la produccién de unidades de alfa-1-PI en comparacién con
un control, es decir la solucién de alfa-1-PI inactivada de todo virus con detergente-disolvente sin azicar como esta-
bilizante. El aumento de la produccién se sitia preferentemente en al menos el 10%, con mds preferencia en al menos
el 20% y en particular en al menos el 30%.

Después de la incubacion, se enfria la solucién de alfa-1-PI tratada a 0-10°C y se ajusta el pH a 8,0 = 0,1.
Cromatografia por Intercambio Anidnico

La solucién tratada con disolvente-detergente se diluye entonces con aproximadamente 1 volumen de agua por
volumen de solucién tratada con disolvente-detergente. Se aplica entonces la solucién diluida a un medio cromato-
gréfico pre-equilibrado de QAE (columna de cromatografia) u otro medio similar de intercambio aniénico que se una
a la alfa-1-PI, dejando que otras proteinas se separen de la alfa-1-PI. Se puede utilizar una cromatografia por lotes o
en columna. Después de que la alfa-1-PI haya sido absorbida en el medio, se lava con un tampén que contiene 20 +
10mM NaCl y 20 + 10mM fosfato de sodio (NaH,PO,), a un pH de 8 + 1, para eliminar el material suelto, incluidas
las beta-proteinas. Se eluye entonces la alfa-1-PI del medio de cromatografia de intercambio aniénico con un lavado
de elucidén que contiene 100 = 50 mM NaCl y 20 + 10 mM de fosfato de sodio, a un pH de 8 + 1. Se recoge el eluato
que incluye la alfa-1-PI para otro procesamiento.

Después de retirar la alfa-1-PI, el medio de intercambio anidnico se limpia por lavado con, consecutivamente, una
solucién acuosa que contiene 2 + 0,2 M NaCl, 20 + 10 mM fosfato de sodio, pH de 8 + 1; luego con agua para
inyeccion (WFI); después, con una solucién acuosa que contiene 500 mM NaOH; y finalmente con WFI. Se almacena
entonces el medio de cromatografia en 2 + 0,2 M NacCl, 20 + 10mM fosfato de sodio, pH de 8 + 1.

Tratamiento del Eluato que contiene la Alfa-1-PI

El eluato que contiene la alfa-1-PI se combina y se trata con un 0,1 a 1,0% (peso/peso) de bentonita durante
aproximadamente una hora o mds para reducir la cantidad de apolipo-proteina, preferentemente a menos de 0,01
mg/ml de apolipo-proteina A y menos de 0,01 mg/ml de apolipo-proteina B. Se elimina por filtracién la bentonita,
preferentemente por filtracién Cuno®, por ejemplo, tal como se describe en “Zeta Plus® C Series Filter Medium”,
Cuno Inc. La solucién resultante se concentra en una membrana de ultrafiltracién hasta que la actividad de alfa-1-
PI sea de al menos 10 unidades/ml. Se filtra entonces el producto concentrado a través de un filtro de 0,45 micras
para eliminar cualquier materia particulada. La alfa-1-PI se filtra entonces con Planova para eliminar virus, se filtra de
forma estéril a través de un filtro de 0,22 micras para ser distribuida en frascos y se liofiliza para su almacenamiento.
Se almacena la alfa-1-PI a 2-8°C.

La alfa-1-PI liofilizada puede redisolverse en agua estéril para su administracion a los pacientes.
Ensayos de Actividad de Alfa-1-PI

Se puede utilizar un ensayo cromogénico para detectar la actividad alfa-1-PI de la alfa-1-PI reconstituida. El ensayo
utiliza un sustrato cromogénico sensible a la tripsina que libera p-nitroanilina en presencia de tripsina (suministrada
por Sigma Chemical Co. de St Louis, Missouri). La p-nitroanilina liberada es detectada a 405 nm. La alfa-1-PI inhibe
la liberacién de p-nitroanilina desde el sustrato. La actividad de alfa-1-PI en el producto se determina con referencia a
una curva estandar de actividad de alfa-1-PI. El ensayo cromogénico de la alfa-1-PI liofilizada reconstituida preparada
de acuerdo con el proceso anterior muestra una actividad especifica de al menos 1,0 unidad/OD .

Administracion

La alfa-1-PI puede ser infundida en un paciente a una velocidad de 0,08 ml/kg de peso corporal, por minuto, durante
los primeros 10 minutos. Si el paciente no experimenta molestias, se puede aumentar la velocidad segin se tolere. Si
se tolera, las infusiones posteriores al mismo paciente pueden realizarse a una velocidad mas alta. Si ocurrieran efectos
adversos, se deberia reducir la velocidad o interrumpir la infusién hasta que se calmen los sintomas. Entonces se puede
seguir con la infusién a una velocidad que sea tolerada por el paciente.
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Si se deben administrar grandes dosis, se pueden agrupar varios frascos de alfa-1-PI reconstituida en un recipiente
de infusién 1. V. vacio estéril por técnicas asépticas.

Ejemplo 1

Una pasta de Fraccién IV, + IV, (600 g) procedente del esquema de fraccionamiento de Cohn se suspendié en
1.800 ml de agua a 5°C a un pH de 6,0 sin ninguna valoracién durante una hora. Al completarse la suspension, se
filtré ésta a través de un filtro 10 CP (Cuno) mediante un filtro de prensa. Se recogi6 el filtrado, se analizé y se midi6
la actividad especifica (A.E.) de la alfa-1-PI (A1PI) asi como la densidad 6ptica a 280 nm (ODag ). La pasta del
filtro de prensa se lav6 con 600 ml de agua a 5°C y se recogi6 el filtrado. Se repiti6 este procedimiento cuatro veces
mads y se recogieron todos los filtrados, se analizaron y se midi6 la actividad especifica (A.E.) de AIPIy ODygy yn- Se
obtuvieron 350 g de la pasta resultante. En la siguiente Tabla 1 se describe la actividad de A1PI y OD,g ,, de todas
las muestras del proceso.

TABLA 1
Actividad de AIPI y O.D.280 nm de las fracciones lavadas con agua

Muestra | Volumen A1PI Total A1PI 1 0.D. A.E. ,

(ml) (p/ml) (u) | 280 nm (u/OD) ;
Lavado 0 1.450 0,06 87 | 222 0,003 |
Lavado 1 600 0.1 60 29.9 0.003 |
Lavado 2 600 0,08 48 255 | 0,003
Lavado 3 600 0,04 24 13,0 0,003
Lavado 4 600 0 0 4.8 0
Lavado 5 600 0 l 0 3.0 J 0

Ejemplo 2

Los 350 g de pasta resultante del Ejemplo 1 fueron resuspendidos en 1.050 ml de agua a un pH 8,5 y a una
temperatura de 18°C durante 6 horas. Se afiadié Tris sélido hasta una concentracién final de 10 mM y se afiadié
NaCl sélido hasta una concentracion final de 150 mM y se ajust6 el pH a 8,0. Se afiadi6 polietilenglicol (PEG-3350)
hasta una concentracion final del 15% (peso/peso) y se mezclé a 18°C durante una hora. El precipitado resultante se
retir6 en un filtro de prensa con un filtro 10 CP para recuperar el sobrenadante. La pasta del filtro de prensa se lavo
posteriormente con la solucién que contenia un 15% en peso/peso de PEG-3350, 10 mM Tris y 150mM NaCl. Se
combinaron el filtrado y el filtrado post-lavado. Se resume el resultado en la siguiente Tabla 2.

TABLA 2
Precipitacion de PEG-3350

Muestra Volumen A1PI Total A1PI oD AE.
(ml) (u/ml) (u) 280 nm | (u/OD)
Recon. 1.400 1,063 1.488 13,32 0,0798
Filtrado de 2.465 0,513 1.265 2,16 0,2375
PEG | |
Ejemplo 3

Al filtrado de PEG-3350 recuperado procedente del Ejemplo 2, se afnadié ZnCl, hasta una concentracion final de 2
mM, se ajusté el pH a 7,5 y se bajé la temperatura a 5°C para precipitar la A1PI bruta. Después de mezclar durante una
hora, se filtr6 la A1PI bruta mediante filtracién Prostak para su concentracién y la suspension resultante se resolubilizé
con una solucién de NaEDTA. Se resume el resultado en la siguiente Tabla 3.

5
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TABLA 3

Precipitacion con ZnCl,

Muestra Volumen A1PI [ TotalA1PI| OD | AE.
(ml) (n/ml) (u) 280 nm | (u/OD)
Filtrado 2.200 0,0159 35 0,15 0,106
Prostak
Recon. de 264 4,305 1.065 13,72 0,3138
NaEDTA
Ejemplo 4

Se afiadi6 sacarosa en una cantidad del 16,7% (peso/peso) a la solucién de NaEDTA resolubilizada en el Ejemplo
3 y se mezcl6 a 18°C hasta que la sacarosa estuviera completamente disuelta. A esta solucién se afiadié polisorbato-
80 en una concentracion final del 1,0% y fosfato de tri-n-butilo en una concentracion final del 0,3%. Se incubé esta
solucién a 27,5°C durante no menos de 6 horas para inactivar cualquier posible virus envuelto en lipidos contaminante.
Después de la incubacion, se enfrio la solucién a 5°C y se ajusté el pH a 8,0. Como control, se repiti6 el procedimiento
anterior excepto que no se afiadi6 sacarosa. La estabilidad de A1PI durante el tratamiento con disolvente-detergente
(DD) en presencia del 16,7% de sacarosa (DD AIPI) y sin sacarosa (control) se presenta en la siguiente Tabla 4.

TABLA 4

Estabilidad de A1PI durante el Tratamiento con DD en Presencia de Sacarosa

Muestra Volumen A1PI Total A1PI % de A1PI
(ml) (u/ml) (u) procedente de
‘ NaEDTA
A1Pl con DD 311 3,35 1.042 97.8
Control 293 2,13 624 58,6
Ejemplo 5

A la solucién de DD AIPI del Ejemplo 4 se afiadieron 4,311 g de agua destilada para bajar la fuerza idnica antes de
su carga en una columna QAE. Esta solucién se cargd en 300 ml de la columna preequilibrada de intercambio i6nico
QAE con un caudal de 12 ml/minuto. Se lavé la columna con 6 1 de tampdn fosfato salino (20 mM NaCl, 20 mM
NaH,PO,, pH 8,0). La A1PI se eluy6 con 1,8 I de tampén fosfato salino (100 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,, pH 8,0).

El medio de intercambio i6nico se limpié por lavado secuencial con 2 M NaCl, 20 mM NaH,PO,, pH 8,0, 500
mM NaOH y agua destilada. Se almacené el medio de cromatografia en 2 M NaCl, 20 mM NaH,PO,, pH 8,0. Se
analizaron las fracciones agrupadas que contenian la A1PI y se presenta el resultado en la siguiente Tabla 5.

TABLA 5

Cromatografia Ionica en QAE

Muestra Volumen A1PI Total A1PI oD A.E.
(ml) (W/ml) (u) 280 nm (u/OD)
Eluato 1.500 0,62 | 930 0,58 1,058 J
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Ejemplo 6

Al eluato agrupado que resultaba del Ejemplo 5 se afiadieron 3,0 g de bentonita despirogenada y se mezcl6 a
20°C durante una hora. Se elimindé la bentonita por filtracion Cuno. Se concentré el filtrado por ultrafiltracién. El
concentrado se filtr6 con Planova y se filtr6 de forma estéril en serie. Se distribuyo el filtrado en frascos y se liofi-
liz6 para su almacenamiento. Se analizaron todas las muestras del proceso y se presenta el resultado en la siguiente
Tabla 6.

TABLA 6
Muestra Volumen APl | TotalA1PI| OD | AE. |
(ml) (u/ml) (u) 280 nm (u/OD)
Filtracion 1.710 0,52 885 0,385 1,351
Cuno
Concentrado 75 116 870 8.092 1434 |
Masa final 92 94 865 l 6,225 1,510
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REIVINDICACIONES
1. Proceso para purificar el inhibidor de alfa-1-proteinasa que comprende:
proporcionar una fraccién impura de proteina que comprende el inhibidor de alfa-1-proteinasa;

suspender la fraccién impura de proteina que comprende el inhibidor de alfa-1-proteinasa en una solucién acuosa,
a un pH de 6, durante un tiempo suficiente para que se disuelvan las proteinas solubles;

filtrar la suspensién y recuperar las proteinas insolubles;

resuspender la proteina insoluble en una solucién acuosa, en la cual se ajusta a 8,5 el pH de la solucién acuosa que
contiene la proteina insoluble;

afiadir PEG a la proteina insoluble resuspendida para precipitar la a-2-globulina;

recuperar el sobrenadante de la precipitaciéon de PEG, sobrenadante que comprende el inhibidor de alfa-1-protei-
nasa;

afiadir ZnCl, al sobrenadante para precipitar el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta;

recuperar el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta;

solubilizar el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta recuperado;

aplicar el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta solubilizado a un medio de intercambio iénico; y

recuperar una fraccién que comprende el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada del medio de intercambio idnico.

2. Proceso segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la fraccién impura de proteina que comprende el
inhibidor de alfa-1-proteinasa estd suspendida en 3 a 7 volimenes de solucién acuosa por cada parte de fraccién

impura de proteina que comprende el inhibidor de alfa-1-proteinasa.

3. Proceso segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque la solucién acuosa se selecciona de entre el grupo
formado por agua y soluciones que contienen NaCl en una concentracién de 0,05 a 0,15 M.

4. Proceso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se afiade PEG a una concentracion del 10% al 20% en
peso/peso.

5. Proceso segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque el pH del sobrenadante procedente de la precipitacién
de PEG se ajusta a 7,5.

6. Proceso segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque se afiade ZnCl, en una concentracién de 1 a 11 mM.

7. Proceso segtn la reivindicacién 1 que comprende ademads el tratamiento del inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta
recuperado de la precipitacién con ZnCl, para inactivar todo contaminante viral.

8. Proceso segtn la reivindicacion 7, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta es tratado con
disolvente y detergente.

9. Proceso segtin la reivindicacion 8, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta es tratado con
fosfato de tri-n-butilo y polisorbato 80.

10. Proceso segun la reivindicacién 8, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta es tratado con
el 0,15 al 0,45% en peso/volumen de fosfato de tri-n-butilo y el 0,5 al 1,5% en peso/volumen de polisorbato 80.

11. Proceso segun la reivindicacién 1 que comprende ademds la adicién de bentonita al eluyente que contiene el
inhibidor de alfa-1-proteinasa.

12. Proceso segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada tiene una
actividad especifica superior a 1,0 unidad/OD,g.

13. Proceso segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada tiene un
rendimiento de al menos 1 unidad por gramo de pasta de Fraccién IV, +1V,.

14. Proceso segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque
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se afiade PEG a la solucién acuosa que contiene la proteina insoluble resuspendida a una concentracién del 10% al
20% en peso/peso para precipitar las a-2-globulinas;

el pH del sobrenadante de PEG se ajusta a 7,5,
el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta se recupera por filtracion prostak,

el inhibidor de alfa-1-proteinasa bruta resolubilizada se trata con disolvente y detergente para inactivar todo con-
taminante viral, y

la fraccién que comprende el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada es tratada con bentonita para adsorber las
apolipo-proteinas.

15. Proceso segun la reivindicacién 14 que comprende ademds el tratamiento de la fraccién recuperada que com-
prende la ultrafiltracién de la solucién que contiene el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada.

16. Proceso segtin la reivindicacién 15 que comprende ademds la liofilizacién de la solucién ultrafiltrada que
contiene el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada.

17. Proceso segun la reivindicacion 14, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada tiene una
actividad especifica superior a 1,0 unidad/OD.g.

18. Proceso segtn la reivindicacién 14, caracterizado porque el inhibidor de alfa-1-proteinasa purificada tiene un
rendimiento de al menos 1,0 unidad/g de pasta de Fraccién IV, + IV,.
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