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DESCRIPCION
Purificacion de proteinas mediante cromatografia de intercambio anidnico
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método en dos etapas para la purificacion de proteinas de unién a cationes
divalentes con alto rendimiento y alta pureza en materiales de resina de intercambio aniénico, a proteinas de uniéon a
cationes divalentes, en particular FIX.

Antecedentes de la invencion

Desde el advenimiento de la tecnologia recombinante, muchas proteinas de mamiferos se producen en células
huésped, por ejemplo transfectando células con ADN que codifica para dichas proteinas y haciendo crecer las células
recombinantes en condiciones favorables para la expresion de dichas proteinas. Las proteinas secretadas por las
células en el medio de cultivo celular, o que residen en el interior de las células, pueden separarse del medio de cultivo
y otros componentes usando técnicas cromatograficas, por ejemplo cromatografia de intercambio ionico,
cromatografia de afinidad, y similares. Para otras aplicaciones farmacéuticas, la pureza es de particular importancia.
Sin embargo, al mismo tiempo, la actividad biologica de la proteina debe conservarse después de una purificacion
meticulosa de las proteinas de interés.

El concepto de eluir las proteinas de unién a calcio de resinas de intercambio aniénico mediante cationes divalentes
se notificd por primera vez hace casi treinta afios. Aunque el factor VIl bovino se aislé con éxito del plasma bovino, la
purificacion del factor VIl humano seguia siendo problematica, es decir, el material producido sélo era parcialmente
puro o se obtuvo en cantidades tan pequefas que se caracterizé como actividad sin proteina detectable. Los
trabajadores en el campo lograron el aislamiento del factor VIl humano a partir de plasma humano en cantidades
suficientes (con un rendimiento de aproximadamente el 30%) mediante la adsorcién de proteinas a un cation
divalente, es decir, citrato de bario, y luego la separacion de la proteina mediante cromatografia de intercambio
anionico. Ademas, habia métodos disponibles para recuperar y purificar proteinas dependientes de vitamina K del
medio de un cultivo celular que producia proteinas dependientes de vitamina K con diferentes actividades especificas
por medio de resinas de intercambio idnico convencionales, por ejemplo resinas de intercambio anidénico, y usando un
eluyente que contenia cationes divalentes, por ejemplo iones de calcio (Ca®*), iones de magnesio (Mg?*), iones de
bario ( Ba?*) e iones de estroncio (Sr?*).

Ademas, se disponia de métodos para la purificacion del factor IX (FIX) en disolucion, que comprendian las etapas de
aplicar la disolucién que contenia FIX a una resina de intercambio aniénico, lavar la resina de intercambio aniénico
con una disolucién que tuviera una conductividad menor que la requerida para eluir FIX de la resina y eluir FIX de la
resina de intercambio aniénico con un primer eluyente que incluia cationes divalentes para formar un primer eluato.
Luego, el primer eluato se aplica a una heparina o resina similar a heparina para formar un segundo eluato, y el
segundo eluato se aplica a hidroxiapatita para formar un tercer eluato, usando un agente de lavado a alta conductividad
en la etapa de lavado.

El factor IX (FIX) es una serina proteasa dependiente de vitamina K del sistema de coagulacion, perteneciente a la
familia de peptidasas S1. FIX esta inactivo a menos que se active por el factor Xla o el factor Vlla. Para su activacion
se requieren calcio y fosfolipidos de membrana. La deficiencia de FIX provoca el trastorno hemorragico hereditario
recesivo hemofilia B, que puede tratarse con éxito mediante la administracién de FIX modificado de manera
postraduccional, es decir, FIX fosforilado y sulfatado. FIX puede convertirse ademas en FIX activado, es decir, FlXa.
Dado que FIXa puede afectar negativamente a una composicién dada de FIX (por ejemplo, aumentando su
trombogenicidad tal como se describe en la bibliografia), los productos de FIX deben contener preferiblemente un bajo
contenido de FIXa.

Ademas, el factor VII (FVII) es una serina proteasa dependiente de vitamina K que desempefia un papel importante
en la cascada de la coagulacion, donde inicia el procedimiento de coagulacion con el factor tisular (TF). Tras la lesion
del vaso, el TF se expone a la sangre y al FVII circulante. Una vez unido a TF, el FVII se activa a FVlla por trombina,
el factor Xa, 1Xa, Xlla y el complejo FVIla-TF cuyos sustratos son FX y FIX. Ademas, la anexina V es una proteina
celular del grupo de las anexinas, que tiene la capacidad de unirse a la fosfatidilserina de manera dependiente del
calcio y de formar una red cristalina bidimensional unida a membrana. Puede desempefiar un papel en la coagulacion
de la sangre, la apoptosis, la fagocitosis y la formacion de microparticulas derivadas de la membrana plasmatica. Por
tanto, el problema que subyace a la presente invencion es proporcionar un método mejorado para la purificacion de
proteinas de unién a cationes divalentes con alto rendimiento y alta pureza. La solucion al problema técnico anterior
se logra mediante las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones. Cualquier contenido que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente con propésitos informativos.
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La presente invencion se refiere en una realizacion preferida (punto 1)) a un método para la purificacion de una proteina
de unioén a cationes divalentes que comprende las etapas de:

(a) cargar un primer material de resina de intercambio aniénico con la proteina de union a cationes divalentes en un
tampodn de carga en ausencia de cationes divalentes o a una concentracion de cationes divalentes de 1000 uM
como maximo, seguido opcionalmente de una a tres etapas de lavado;

(b) eluir la proteina de unién a cationes divalentes con un eluyente que comprende un cation divalente y un
contraanién para formar un eluato que contiene la proteina de unién a cationes divalentes;

(c) diluir la combinacion de eluato obtenida, ((1) para disminuir opcionalmente la conductividad), y aumentar la
concentracion del cation divalente;

(d) cargar un segundo material de resina de intercambio anidnico con el eluato obtenido después de la etapa (c); y
(e) recoger la fraccion no retenida que contiene la proteina de union a cationes divalentes.

En ese sentido, la etapa (a) tal como se describié anteriormente se lleva a cabo preferiblemente en ausencia de
cationes divalentes libres. Cationes divalentes “libres” significaran en ese contexto cationes divalentes no complejados.
Es decir, si por ejemplo Ca** aproximadamente 1 mM estaba presente complejado con EDTA, eso todavia se
consideraria en ausencia de cationes divalentes (libres).

La etapa opcional C(1) de reduccién de la conductividad es necesaria Unicamente si la conductividad no se ha
disminuido ya en la Ultima etapa de lavado opcional; preferiblemente, la disminucion de la conductividad se lleva a
cabo en la etapa de lavado 3, tal como se describe con mas detalle a continuacion.

2. El método segun el punto 1, en el que después de la etapa de carga se realiza(n) una o mas etapas de lavado (1),
(2) y/o (3) con un tampédn de lavado (1), (2) y/o (3) en ausencia de un cation divalente pero en presencia de un
contraanion.

Los contraaniones preferidos son: cloruro (el mas preferido), acetato, fosfato, sulfato, carbonato, aunque no se limitan
a estos.

3. El método segun el punto 1 6 2, en el que al menos uno del tampo6n de carga y/o el tampén de lavado tiene(n) un
pH que es al menos 0,5 unidades de pH menor que el pH del eluyente de la etapa (b), preferiblemente en el que el
tampodn de carga y/o el tampdn en la etapa de lavado (2) tiene(n) un pH que es al menos 0,5 unidades de pH menor
que el pH del eluyente de la etapa (b).

4. El método segun uno o mas de los puntos 1 a 3, en el que el eluyente en la etapa (b) tiene una conductividad que
es mayor que la conductividad del tampon de carga en la etapa (a) y el tampdn de lavado opcional y en el que el eluato
complementado en la etapa (c) tiene una conductividad que es menor que la conductividad del eluyente en la etapa

(b).

En una realizacion preferida, la conductividad del tampén de elucion es de entre 16 y 25 mS/cm (TA), preferiblemente
19-20 mS/cm (TA). Si se realiza la etapa de lavado opcional 2 (“lavado acido”), la conductividad es preferiblemente de
entre 14 y 19 mS/cm (RT), mas preferiblemente entre 16 y 18 mS/cm (RT), mediante lo cual en todos los casos debe
cumplirse el requisito del punto 4 anterior.

5. El método seguin cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que al menos un cation divalente en la etapa (b) se selecciona
del grupo que consiste en Ca?*, Be?*, Ba%*, Mg?*, Mn?*, Sr?*, Zn?*, Co?*, Ni?* y Cu?*, o combinaciones de los mismos.

6. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en el que el primer y el segundo materiales de resina de
intercambio anidnico tienen, cada uno, un grupo cargado positivamente que se selecciona independientemente del
grupo que consiste en dietilaminoetano (DEAE), dimetilaminoetano (DMAE), trimetilaminoetilo (TMAE), polietilenimina
(PEI), aminoalquilo cuaternario, aminoetano cuaternario (QAE) y amonio cuaternario (Q).

7. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que el primer y el segundo materiales de resina de
intercambio aniénico portan cada uno una amina primaria como ligando que se selecciona independientemente del
grupo que consiste en aminohexilo, benzamidina, lisina y arginina.

8. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en el que la proteina de union a cationes divalentes es una
proteina de unién a calcio.

9. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que la proteina de union a cationes divalentes es una
proteina dependiente de vitamina K.
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10. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 9, en el que la proteina de unién a cationes divalentes se
selecciona del grupo que consiste en factor Il, factor VI, factor IX, factor X, proteina C, proteina S, anexina y
calmodulina, particularmente preferido del grupo que consiste en factor IX (FIX), factor Vlla (FVlla) y anexina V.

Cualquiera de las proteinas anteriores puede derivar o bien de una fuente natural, por ejemplo plasma, o a partir de
tecnologias recombinantes.

11. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 10, en el que el pH en la etapa (a) es de 6,8 a 7,5, preferiblemente
de 7,0 a 7,4, para un caso en el que se realiza una etapa de lavado opcional y el pH es de 5,5 a 6,5, preferiblemente
de 5,9 a 6.1 en un caso en el que no se realiza la etapa de lavado opcional.

12. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 - 11, en el que el pH de la etapa de lavado opcional (3) es de
entre 7,0 y 8,2, preferiblemente entre 7,3 y 8,0, incluso mas preferiblemente de 7,3 - 7,5.

13. El método segun uno cualquiera de los puntos 2 a 12, en el que el pH en la etapa de lavado opcional (1) es de 7,3
- 7,5,y el pH de la etapa de lavado opcional (2) es preferiblemente de 5,5 a 6,5, preferiblemente de 5,9 a 6,1.

14. El método segun uno cualquiera de los puntos 1 a 13, en el que el tampdn de elucion (es decir, eluyente) en la
etapa (b) contiene calcio y tiene un pH de 7,5 a 8,5, preferiblemente de 7,8 a 8,2.

15. Un método seguin cualquiera de los puntos 1 - 14 anteriores, particularmente segun el punto 3, en el que el pH del
tampodn de carga en la etapa de carga (d) es mayor que el pH del tampén de carga en la etapa de carga (a) o el pH
del lavado, que sigue después de la carga (a).

El “lavado que sigue después de la carga (a)” en el contexto anterior y también como se menciona a continuacion, se
refiere en este caso al “lavado acido” o lavado 2.

16. Un método segun uno cualquiera de los puntos 1 - 15 anteriores, particularmente segun el punto 3, en el que la
conductividad en la etapa de carga (d) es igual a o menor que la conductividad del lavado, que sigue después de la
carga (a).

17. Un método segun cualquiera de los puntos 1 a 16 anteriores, particularmente segun el punto 3 anterior, en el que
la concentracion de cationes divalentes del tampdn de carga en la etapa (d) es mayor que la concentracion de cationes
divalentes en el tampon de elucion de la etapa (b).

18. El método de cualquiera de los puntos 1 a 17, en el que la etapa de proporcionar a la combinacién de eluato
obtenida una baja conductividad se lleva a cabo mediante dilucion con un tampoén de dilucién apropiado,
alternativamente cambiando la composicién del tampén, o alternativamente mediante dialisis, diafiltracion o filtracion
en gel.

Preferiblemente, la elucion (b) se lleva a cabo con un tampdn de elucion que contiene calcio 1,8-2,2 mM a un pH de
7,8-8,2.

Preferiblemente, la etapa (c) se lleva a cabo con un tampdn que contiene calcio para ajustar la concentracién de calcio
a 5-7 mM y reducir la conductividad a 15-18 mS/cm (TA), dando como resultado un pH de 7,4-7,8.

Descripcion detallada de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencioén se refiere a un método para la purificacion de una proteina de unioén a cationes
divalentes, que comprende las etapas de:

(a) cargar un primer material de resina de intercambio aniénico con la proteina de union a cationes divalentes en un
tampon de carga en ausencia de cationes divalentes o a una concentracion de cationes divalentes de 1000 uM
como maximo, seguido opcionalmente por una, dos, tres etapas de lavado;

(b) eluir la proteina de unién a cationes divalentes con un eluyente que comprende un cation divalente y un
contraanién para formar un eluato que contiene la proteina de unién a cationes divalentes;

(c) diluir la combinacién de eluato obtenida (para disminuir opcionalmente la conductividad) y aumentar la
concentracion del cation divalente;

(d) cargar un segundo material de resina de intercambio anidnico con el eluato obtenido después de la etapa (c); y

(e) recoger la fraccion no retenida que contiene la proteina de union a cationes divalentes.
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El presente método inventivo usa un procedimiento en dos columnas de intercambio anidnico, funcionando la primera
columna en un modo de unién a producto y funcionando la segunda columna en un modo sin unién a producto. El
principio del procedimiento requiere, en una realizacion preferida, poner en contacto (es decir, cargar) la disolucion de
proteina de unién a cationes (por ejemplo, rFIX) con (sobre) una primera resina de intercambio aniénico a un pH neutro
o acido (pH = 6,8 - 7,5, pref. 7,0 - 7.4, por ejemplo, 7.0 - 7.2) en presencia de un quelante, por ejemplo EDTA. Puede
preferirse EDTA si el rendimiento del producto debe mejorarse adicionalmente. EDTA puede mejorar la union de la
proteina de unién a cationes divalentes, por ejemplo FIX. En una realizacion preferida, después de un lavado (por
ejemplo, a un pH tal como se define con mas detalle a continuacion) seguido de un lavado a baja conductividad, se
eluye el producto (en el que este lavado seria el lavado que precede inmediatamente a la elucidon) con un tampon que
contiene, por ejemplo calcio (con un pH de, por ejemplo, aproximadamente 8,0). La combinacién de eluato obtenida
se diluye para disminuir la conductividad y aumentar la concentracion de calcio. La disolucién diluida tiene un pH, por
ejemplo, de 7,6 — 7,8. La combinacién de eluato acondicionada de la primera etapa de purificacion de intercambio
anionico se transfiere entonces (por ejemplo, se bombea) sobre la segunda columna de intercambio aniénico donde
la proteina de unidn a cationes, tales como por ejemplo rFIX, no se une en las condiciones aplicadas (en particular,
presencia de concentraciones aumentadas de cationes divalentes, un pH ligeramente basico y una conductividad de
aproximadamente 15 - 21 mS/cm (TA)), mientras que las impurezas de proteina si se unen. La proteina de union a
cationes resultante, por ejemplo rFIX, contenida en el efluente de la columna de la segunda purificacion de intercambio
anionico, tiene una alta pureza y una alta actividad especifica.

El término “en ausencia de cationes divalentes”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la ausencia
de cationes divalentes libres en el tampdn, en el que pueden estar presentes cationes divalentes que se unen a una
proteina o se complejan, por ejemplo por un quelante, por ejemplo EDTA. El término “ a una baja concentracién de
cationes divalentes” se refiere a una concentracion de cationes divalentes en el rango pM, en particular una
concentracion de 1000 uM como maximo, preferiblemente 800 uM como maximo, incluso mas preferiblemente 500 uM
como maximo. Para esta aplicacion, el término “en ausencia de cationes divalentes” pretende abarcar también la
definicidon anterior de “a una baja concentracion de cationes divalentes”.

Tal como ya se menciond anteriormente, el calcio unido a proteinas, por ejemplo calcio unido a EDTA puede tolerarse
en una realizacion. Si el calcio esta unido a una proteina, se considera calcio “inactivo” en el contexto de esta invencion.
Entonces no interfiere con la unién del producto. El calcio libre, por otro lado, podria interferir con la unién del producto.

La carga (a) del primer material de resina de intercambio aniénico con la proteina de union a cationes divalentes en
un tampon de carga en ausencia de cationes divalentes puede realizarse mediante cualquier método conocido en la
técnica. En particular, las condiciones adecuadas para cargar la proteina de union a cationes divalentes en el material
de resina de intercambio anidénico las conocen bien los expertos en la técnica. Las condiciones especificas para la
conductividad del tampon de carga que permiten la unién del producto dependen de las propiedades particulares de
la proteina y del material de resina de intercambio aniénico usado (por ejemplo, densidad de ligando, presentacion de
ligando, etc.). Los cationes divalentes se unen a proteinas en regiones que suelen ser muy acidas (es decir, cargadas
negativamente). Las cargas negativas quedan enmascaradas cuando se une el cation divalente. Sin embargo, al
cargar el material de intercambio aniénico con la proteina de union a cationes divalentes en ausencia de cationes
divalentes, por ejemplo separando el cation divalente unido mediante un quelante, por ejemplo EDTA, la proteina porta
parches altamente cargados negativamente en la superficie que permiten una fuerte union a un ligando de intercambio
anionico. Ademas, las condiciones para cargar una proteina en un material de resina de intercambio aniénico siempre
requieren un equilibrio entre el pH y la concentracion de los contraiones, por ejemplo CI. La quimica del contraion
también influye en el comportamiento de elucion, por ejemplo CI- porta una carga negativa y el fosfato a pH neutro
porta dos cargas negativas. Este ultimo puede tener un mayor poder eluyente en comparacion con el CI, incluso
cuando la conductividad es menor.

La carga de la columna de intercambio anionico 1 (es decir, la etapa (a)) se realiza preferiblemente a un pH de 6,8 a
7,5, preferiblemente de 7,0 a 7,4, seguida de un lavado 1 a un pH de 7,3 a 7,5 para completar la carga, un lavado 2
en condiciones acidas (pH 5,5 - 6,5, preferiblemente 5,8 - 6,2, mas preferiblemente 5,9 - 6,1). En una realizacion
adicional, puede llevarse a cabo un lavado 3 opcional (lavado a baja conductividad, este es el lavado que se lleva a
cabo directamente antes de la elucién) a pH 7,0 - 8,2, preferiblemente 7,3 - 8,0, por ejemplo un pH de 7,3 - 7,5, para
preparar la columna para la elucion. La elucién se realiza a un pH de 7,5 - 8,5, mas preferiblemente de 7,8 - 8,2. Una
de las caracteristicas de la presente invencion es que el pH del tampdén de elucion es al menos 0,5 unidades de pH
mayor que el pH del lavado 2 anterior (lavado a alta conductividad, véanse las condiciones de conductividad descritas
anteriormente). Este segundo lavado “acido” a alta conductividad todavia tiene una conductividad que es menor que
la conductividad de la elucion.

En la realizacion mas preferida, la etapa de carga del primer intercambio aniénico se lleva a cabo a un pH de neutro a
ligeramente acido, por ejemplo a un pH de 6,8 - 7,5, preferiblemente de 7,0 a 7,4, si se realizan las etapa(s) de lavado
opcional(es). Preferiblemente, esta etapa de carga va seguida de un primer lavado a pH = 7,3 - 7,5 para completar la
carga, un segundo lavado en condiciones acidas (pH de 5,5 a 6,5, preferiblemente de 5,8 a 6,2) y un lavado 3 a un pH
de 7,3 - 7,5 para preparar la columna para la elucion. El pH de la etapa de carga de la primera columna de intercambio
anionico se establece a de 5,5 a 6,5, mas preferiblemente a un pH de 5,9 - 6,1, si no se realiza(n) la(s) etapa(s) de
lavado opcional(es). En particular, es una de las caracteristicas de la presente invencién que es necesario aumentar

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2908 920 T3

el pH, preferiblemente en al menos 0,5 unidades de pH antes de llevar a cabo la etapa de elucion. Este aumento
puede producirse en todas las etapas, por ejemplo desde la etapa de carga directamente hasta la etapa de elucion, si
no se llevan a cabo etapas de lavado en el medio. En una realizacién alternativa, el aumento del pH se produce
después de un lavado acido, tal como se describié anteriormente. La elucion se lleva a cabo preferiblemente, tal como
se describe a continuacion, a un pH de 7,5 - 8,5, mas preferiblemente de 7,8 - 8,2.

En caso de que so6lo se lleve a cabo una etapa de lavado, es decir, la etapa de lavado (1), esta etapa de lavado se
llevara a cabo sin adicion de sal; por consiguiente, el pH no tiene una importancia inmediata en la etapa de lavado,
siempre que el pH se aumente finalmente en la etapa de elucién en al menos 0,5 unidades de pH en comparacién con
la etapa de carga.

En una realizacion preferida, en la que se llevan a cabo dos etapas de lavado, es decir, las etapas de lavado (1) y (2),
o en la que solo se lleva a cabo la etapa de lavado riguroso (2) (véase también a continuacion), este tampoén de carga
puede tener un pH en la zona neutra a ligeramente acida, tal como se definié anteriormente, aunque eso sélo seria
admisible segun los principios inventivos si la segunda etapa de lavado (es decir, la etapa de lavado 2) tuviera un pH
menor de 5,5 - 6,5, 0 5,9 - 6,1. Si la etapa de carga ya se llevé a cabo a este menor pH, entonces la etapa de lavado
(2) preferiblemente también tendria este menor pH. La etapa de lavado (2) en una realizacion preferida se lleva a cabo
a una alta conductividad, tal como se definié anteriormente.

En otra realizacion preferida, en la que se llevan a cabo tres etapas de lavado, es decir, las etapas de lavado (1), (2)
y (3), la etapa de lavado (3) preferiblemente no contendra sal; por consiguiente, el pH en esta etapa no seria relevante,
siempre que se cumplan las condiciones mencionadas anteriormente para el caso de dos etapas de lavado y se
aumente el pH en la etapa de elucién en al menos 0,5 unidades de pH, en comparacion preferiblemente con la etapa
de carga y/o de lavado (2). El lavado (3) es preferiblemente un lavado a baja conductividad (en ese caso, no es
necesario realizar la etapa c(1), si la conductividad del eluato resultante ya es baja).

En una realizacion especialmente preferida, el valor de pH en la etapa de lavado (3) ya puede aumentarse al nivel del
valor de pH de la etapa de elucion. Por lo tanto, el pH preferido de la etapa de lavado (3) es de entre 7,0 y 8,2,
preferiblemente entre 7,3 y 8,0, incluso mas preferiblemente de 7,3 - 7,5. Si la etapa de lavado (3) se realiza en esta
condiciéon particular de pH, los presentes inventores hallaron que el grado de impurezas que se encuentran
comprendidas en el producto deseado eluido se reduce adicionalmente en comparacién con una situacion en la que
no se realiza la etapa de lavado (3) o en la que dicha etapa se realiza a un pH diferente, por ejemplo a un pH que
sigue siendo tan bajo como el pH usado durante las etapas de carga y/lavado (1) y (2). Los inventores creen, aunque
no desean restringirse a esa hipotesis, que ajustando el pH de la etapa de lavado (3) al mismo pH que la elucion evita
un gradiente de pH durante la elucidon. Un gradiente de pH durante la elucion podria ser una fuente de interferencia
que permita que algunas impurezas se eluyan conjuntamente con el producto. El lavado 3 tal como se describié
anteriormente acondiciona la columna ventajosamente para la elucion. Un alto pH y una baja conductividad de este
lavado impiden la elucion conjunta de impurezas durante la siguiente elucion.

Incluso mas preferiblemente, la etapa de lavado (3) debe tener una conductividad, y en particular un poder de elucion
que sea muy bajo o incluso cercano a cero. Una conductividad tan baja seria preferiblemente de 1 - 15 mS/cm (TA),
mas preferiblemente por debajo de 5 mS/cm (TA).

En una realizacion preferida, la etapa de carga (a) comprende una disolucion que comprende proteinas, el producto
deseado y todos los compuestos de los medios de cultivo celular, incluyendo aminoacidos, vitaminas, azulcares,
metales traza, etc. (incluyendo KCI, NaCl, Ca, aprox. 13 mS/cm (TA)). Después de la etapa de carga, se lleva a cabo
preferiblemente una etapa de lavado 1 que luego completa la carga (preferiblemente cerca de o a pH neutro y con una
baja conductividad). Después de eso, sigue preferiblemente una segunda etapa de lavado 2, que se considera un
lavado riguroso, y se lleva a cabo preferiblemente con un bajo pH y de 150 a 210, preferiblemente de 170 a 190 mM,
lo mas preferiblemente 180 mM (si se lleva a cabo con NaCl, las condiciones preferidas para diferentes sales estarian
dentro del conocimiento del experto en la técnica), seguido en una realizacion preferida adicional por una etapa de
lavado 3 que prepara la columna cargada para la elucion. Esta tercera etapa de lavado se lleva a cabo preferiblemente
a baja conductividad y a un pH tal como se definié anteriormente. Esta etapa de lavado tiene la tarea principal de
reducir la conductividad en la columna y devolver el pH a la neutralidad, ya que el lavado anterior tenia un bajo pH, e
incluso llevar la columna cerca del pH de la elucion, tal como se explicé anteriormente. Estas medidas preparan la
columna para la elucién de pseudoafinidad con calcio e impiden la elucién conjunta de impurezas en la interfase entre
el tampon de elucion y el tampén de lavado 2.

La elucion se lleva a cabo preferiblemente con un tampoén que contiene un cation divalente y NaCl de 150 a 210,
preferiblemente de 170 a 190 mM y lo mas preferiblemente 180 mM. Serian posibles otros contraaniones, ademas del
cloruro anterior (el mas preferido), por ejemplo acetato, fosfato, sulfato, carbonato, aunque sin limitarse a estos, y a
un pH de 7,5 a 8,5, preferiblemente de 7,8 a 8,2 y lo mas preferiblemente un pH de 8,0, en cualquier caso un pH que
sea al menos 0,5 unidades de pH mayor que el pH usado durante la carga y, opcionalmente, durante el lavado,
preferiblemente durante el lavado 2.

Ademas, se conocen bien en la técnica tampones de carga adecuados para cargar una proteina de union a cationes

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2908 920 T3

divalentes en un material de intercambio aniénico en la etapa (a) del método de la presente invencion, que
proporcionan condiciones en las que la proteina de unién a cationes divalentes se une al material de intercambio
anionico. Por ejemplo, el tampdn de carga puede tener un pH de 6,8 a 7,5, preferiblemente de pH 7,0 a 7,4, si se
lleva(n) a cabo una o mas etapa(s) de lavado opcional(es), tal como se explicé anteriormente. Puede contener
cualquier concentraciéon de sal adecuada para unir la proteina de unién a cationes divalentes al material de resina de
intercambio aniénico que puede determinar facilmente un experto en la técnica. En una realizacién preferida, el tampén
de carga puede contener un agente quelante, por ejemplo EDTA, preferiblemente EDTA de 0,5 a 10 mM, mas
preferiblemente EDTA de 1 a 5 mM, preferiblemente EDTA aproximadamente 2 mM. También pueden usarse posibles
agentes quelantes alternativos y los conoce bien un experto en la técnica. Un tampodn de carga que contiene la proteina
de union a cationes divalentes que puede aplicarse al material de resina de intercambio aniénico en el método de la
presente invencion puede contener, por ejemplo, MES 20 mM y EDTA 2 mM. MES es un ejemplo de agente
tamponante para pH 6; para pH 7 y superior seria posible usar, por ejemplo, tampén Tris. Como el material de carga
es en una realizacion preferida un sobrenadante de cultivo celular, que esta tamponado basicamente con carbonato y
aminoacidos, no debe estar presente necesariamente un tampon de carga.

El método de la presente invencion comprende preferiblemente la etapa de lavar el material de resina de intercambio
anionico cargado con un tampon de lavado en ausencia de cationes divalentes. Esta etapa de lavado puede llevarse
a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica. Se conocen bien en la técnica tampones de lavado
adecuados para retirar por lavado las impurezas del material de intercambio aniénico esencialmente sin eluir la
proteina de unién a cationes divalentes. Por ejemplo, el tampon de lavado tiene un pH que es al menos 1,0 o al menos
0,5 unidades de pH menor que el pH del tampon de carga y es preferiblemente de 5,5 - 6,5, preferiblemente de 5,9 -
6,1. Puede contener cualquier concentracion de sal adecuada para lavar el material de resina de intercambio aniénico
sin eluir la proteina de union a cationes divalentes en una cantidad significativa que puede determinarse facilmente
por un experto en la técnica. Por ejemplo, el tampdn de lavado puede contener un agente tampén adecuado como,
por ejemplo, Bis-Tris, tampdn acetato, tampon citrato o tampoén fosfato, preferiblemente Bis-Tris 20 mM.
Preferiblemente, los lavados 1 y 3 tienen Tris como tampones de lavado, mientras que el lavado 2 tiene MES.
Adicionalmente, puede contener un agente quelante como, por ejemplo, EDTA, preferiblemente EDTA de 0,5 a 10 mM,
mas preferiblemente EDTA de 1 a 5 mM, preferiblemente EDTA aproximadamente 2 mM. Ademas, puede contener
una sal adecuada, por ejemplo sales de los siguientes cationes y aniones: K*, Na*, Li*, NH4* y aniones como cloruro,
fosfato, sulfato, carbonato, acetato, para regular la conductividad del tampon de lavado, tales como por ejemplo NaCl,
que puede estar presente en una concentracion de < 200 mM, preferiblemente desde 100 mM hasta 200 mM, mas
preferiblemente desde 150 mM hasta 200 mM, mas preferiblemente desde 170 mM hasta 190 mM y lo mas
preferiblemente desde 175 mM hasta 185 mM. En otra realizacion preferida de la presente solicitud, el tampén de
lavado contiene NaCl de 100 a 200 mM. El valor absoluto de la concentraciéon de sal depende de la proteina de unién
a cationes divalentes que va a purificarse, en el que el experto en la técnica tiene conocimientos para determinar qué
proteinas de unién de cationes divalentes requieren concentraciones de sal mayores o menores para obtener la pureza
Optima.

Preferiblemente, segun el presente método para la purificacion de proteinas de union a cationes divalentes, se lleva a
cabo una segunda etapa de lavado después de la primera etapa de lavado mencionada anteriormente. Esta etapa de
lavado, si es el lavado directamente antes de la elucion, se lleva a cabo a baja conductividad. Esta conductividad es
preferiblemente menor que la conductividad en la carga y la primera etapa de lavado. Incluso mas preferiblemente,
puede realizarse una tercera etapa de lavado. Esta realizacion se ha descrito anteriormente con detalle.

La elucion de la proteina de unién a cationes divalentes con un eluyente que comprende un cation divalente puede
llevarse a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica. En particular, los eluyentes adecuados que
contienen contracationes adecuados se conocen bien en la técnica. Los contracationes preferidos incluyen Ca?*, Be?*,
Ba?*, Mg?*, Mn?*, Sr?*, Zn?*, Co?*, Ni** y Cu?*, o combinaciones de los mismos. El mas preferido es el calcio. El tampdn
de elucidn tiene preferiblemente un pH que es mayor que el pH del tampén de lavado. El pH se aumenta
preferiblemente en al menos 0,5, preferiblemente 1,0 unidades de pH. Muy preferiblemente, el tampon de elucion tiene
un pH de entre 7,5 y 8,5, incluso mas preferiblemente de 7,9 a 8,1. Puede contener cualquier concentracion de sal
adecuada para eluir la proteina de unién a cationes divalentes del primer material de resina de intercambio aniénico
sin eluir impurezas en una cantidad significativa que puede determinarse faciimente por un experto en la técnica. Por
ejemplo, puede contener un agente tampén adecuado como, por ejemplo, HEPES, Tris, preferiblemente Tris 20 mM,
Tris/acetato, histidina, Gly-Gly, MOPS o tricina, en concentraciones que oscilan normalmente entre 5 y 50 mM.
También puede contener una sal adecuada, por ejemplo sales de los siguientes cationes y aniones: K*, Na*, Li*, NHs* y
aniones como cloruro, fosfato, sulfato, carbonato, acetato, para regular la conductividad del tampdn, tales como por
ejemplo NaCl, que puede estar presente en una concentracion de 150 - 200 mM.

La siguiente es una lista de tampones particularmente preferidos:
Tris: tampones a pH = 8,06 + 1,0,
HEPES: tamponesapH =7,7 + 1,0,

MOPS; tampones a pH =7,3 £ 1,0,
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Tricina: tampones a pH = 8,3 £ 1,0,

Histidina: tampones apH =7,6 + 1,0,

Gly-Gly: tampones apH =7,4 + 1,0,

Bis-Tris: tampones a pH = 6,35 + 1,0,

ACES (acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico): tampones a pH = 7,0 + 1,0,
ADA (acido N-(2-acetamido)-iminodiacético): tampones a pH = 7,0 + 1,0,

MES: tampones a pH = aprox. 6.0.

El tampdn de elucion también puede contener una sal adecuada para regular la conductividad del tampdn de lavado,
tales como por ejemplo NaCl, que puede estar presente en una concentracion de 100 - 200 mM. El valor absoluto de
la concentracion de sal depende de la proteina de unién a cationes divalentes que va a purificarse, en el que el experto
en la técnica tiene conocimientos para determinar qué proteinas de unidon de cationes divalentes requieren
concentraciones de sal menores o mayores para obtener la pureza 6ptima.

Después de la etapa de elucion, la combinacién de eluato obtenida se diluye para disminuir la conductividad y la
concentracion de cationes divalentes, preferiblemente se aumenta la concentracion de calcio. Esta medida proporciona
condiciones que impiden la unién del producto a la segunda resina de intercambio anidnico y facilita la unién de las
proteinas de célula huésped. Tal dilucidn la conoce un experto en la técnica y se lleva a cabo segiin métodos bien
conocidos. Por ejemplo, la adicién de un tampoén de dilucién de volumen de columna aumenta el Ca y reduce
ligeramente la conductividad. La disolucion diluida tiene preferiblemente un pH final de 7 a 8, mas preferiblemente de
75a7).9.

El experto en la técnica entiende que los procedimientos adicionales para proporcionar a la combinacién de eluato
obtenida la conductividad disminuida también se encontrarian dentro de la definicion de diluir la combinacién de eluato
para disminuir la conductividad. Por tanto, otras posibilidades para disminuir la conductividad de la combinacién de
eluato serian cambiar la composicion del tampdn, por ejemplo, mediante dilucién con un tampén de bajo contenido en
sal o mediante dialisis, o mediante el uso de diafiltracion.

Tal como se usa en este documento, el término “material de resina de intercambio anioénico” no subyace a una
restriccion especifica. Segun la presente invencién, la primera y la segunda resinas incluyen cualquier material
adecuado para la cromatografia de intercambio aniénico conocido en la técnica, tal como por ejemplo un material de
cromatografia basado en agarosa, por ejemplo Sepharose como Fast Flow o Capto, material sintético polimérico, por
ejemplo polimetacrilato como Toyopearls, poliestireno/divinilbenceno, por ejemplo Poros, Source o celulosa, por
ejemplo Cellufine. En un ejemplo especifico de la presente invencion, el primer y el segundo materiales de resina de
intercambio aniénico son Sepharose, que se basa en agarosa modificada, cuyas cadenas de polisacarido se reticulan
para formar una red tridimensional. En una realizacion preferida, el primer y el segundo materiales de resina de
intercambio anidnico incluyen, pero no se limitan a, resinas que portan una amina primaria como ligando, por ejemplo
aminohexil-Sepharose, benzamidina-Sepharose, lisina-Sepharose o arginina-Sepharose. En ofra realizacion
preferida, el primer y el segundo materiales de resina de intercambio aniénico incluyen, pero no se limitan a, resinas
que tienen un resto cargado positivamente a pH neutro, tal como alquilaminoetano, tal como dietilaminoetano (DEAE),
dimetilaminoetano (DMAE) o trimetilaminoetilo (TMAE), polietilenimina (PEI), aminoalquilo cuaternario, aminoetano
cuaternario (QAE), amonio cuaternario (Q), y similares. En una realizacién particularmente preferida, el material de
resina de intercambio anionico es Q-Sepharose Fast Flow (Q-Sepharose FF). Segun el método de la presente
invencion, el primer y el segundo materiales de resina de intercambio anioénico pueden ser iguales o diferentes.

El tampdn de carga (etapa d) para la segunda etapa de intercambio aniénico puede ser el mismo que el anterior para
la primera etapa de intercambio aniénico. La diferencia entre las dos etapas de intercambio aniénico proporcionadas
segun la presente invencion es esencialmente la siguiente:

a) La primera columna de intercambio aniénico se carga con el material de partida, es decir, en una
realizacién preferida con el material de cultivo celular. Este es un material de partida altamente impuro.
La segunda columna de intercambio aniénico se carga con material que ya se ha purificado hasta cierto
grado, ya que es el material obtenido después de la etapa de elucién (y complementacion).

b) La primera etapa de intercambio anionico se lleva a cabo con cationes divalentes, para la elucion del
producto, después de haber cargado la primera columna de intercambio aniénico en ausencia de
cationes divalentes.
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c) ElpHyla concentracion de los cationes divalentes de la carga para el segundo intercambio aniénico se
seleccionan en una realizacion preferida de modo que el pH de la carga (d) sea mayor que el pH de o
bien el lavado (acido, por ejemplo, el lavado 2) después de la carga (a) o bien la carga (a) per se si no
se usa ninguna etapa de lavado. Ademas, la conductividad de la carga (d) es comparable a la del lavado
acido, pero preferiblemente menor, si se lleva a cabo este lavado. La concentracién de cationes
divalentes, es decir, la concentracion de Ca** es mayor en la carga (d) que en el tampon de elucion de
la etapa (b).

d) Por consiguiente, en la primera columna de intercambio aniénico el producto se une a la columnay en
la segunda columna de intercambio aniénico el producto no se une.

La proteina de union a cationes divalentes segun la presente invencion puede ser cualquier proteina de union a
cationes divalentes, tal como por ejemplo una proteina de unién a calcio y/o una proteina dependiente de vitamina K.
En una realizacion preferida, la proteina de unién a cationes divalentes se selecciona del grupo que consiste en factor
II, factor VII, factor IX, factor X, proteina C, proteina S, anexina y calmodulina, particularmente preferido del grupo que
consiste en factor IX, factor VIl y anexina V.

El material de partida (“muestra”) para la proteina de unioén a cationes divalentes puede obtenerse usando métodos
conocidos por un experto en la técnica como, por ejemplo proteinas derivadas de plasma, proteinas producidas de
manera transgénica o proteinas producidas de manera recombinante, por ejemplo usando células CHO. Los métodos
secretores y no secretores para extraer proteinas de cultivos celulares se conocen bien por un experto en la técnica.
Esto puede incluir cualquier método conocido en la técnica para (i) la produccion de ADN recombinante mediante
ingenieria genética, por ejemplo mediante transcripcion inversa de ARN y/o amplificacion de ADN, (ii) la introduccion
de ADN recombinante en células procariotas o eucariotas mediante transfeccion, por ejemplo mediante
electroporacion o microinyeccion, (iii) el cultivo de dichas células transformadas, por ejemplo de manera continua o
por lotes, (iv) la expresion de una proteina de union a cationes divalentes, por ejemplo constitutiva o tras induccién, y
(v) el aislamiento de la proteina, por ejemplo del medio de cultivo o recogiendo las células transformadas, para obtener
una proteina de unién a cationes divalentes en bruto. Ademas, el ADN recombinante que codifica para una proteina
de union a cationes divalentes, por ejemplo un plasmido, también puede contener una secuencia de ADN que codifica
para un marcador seleccionable para seleccionar las células que se han transfectado satisfactoriamente con el ADN
recombinante.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el material de partida para el método inventivo es un material
que comprende FIX, preferiblemente plasma que comprende FIX o FIX producido de manera recombinante. La
produccion recombinante de FIX se conoce bien en la técnica. rFIX, que es FIX recombinante, segun una realizacion
preferida se secreta en el sobrenadante del cultivo celular (SCC) y se usa luego este SCC como material de partida
para el presente método inventivo.

Las proteinas pueden purificarse previamente para reducir las impurezas, por ejemplo mediante electroforesis en gel,
cromatografia, filtracion en gel, centrifugacion, filtracion, precipitacion, cristalizaciéon o cualquier otro método conocido
en la técnica. El término “impureza”, tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier impureza que se
origine a partir de la produccion de la proteina de unién a cationes divalentes y puede incluir, por ejemplo impurezas
de proteina de célula huésped (PCH), impurezas de acido nucleico, impurezas de polipéptido, impurezas de tampdn
y sal, impurezas que se originan a partir del medio de cultivo celular, impurezas relacionadas con el producto, tales
como dimeros o fragmentos, y combinaciones de los mismos.

El método inventivo tal como se describe en el presente documento permite la retirada o separacién de formas
inactivas y truncadas, por ejemplo, de FIX del producto de FIX activo. El método también permite controlar o mantener
la formacién de impurezas relacionadas con el producto a un nivel muy bajo (por ejemplo, productos de degradacion,
agregacion de productos, particulas). AUn mas, el método proporciona condiciones para mantener la cantidad de FIX
activado (FIXa) en un nivel particularmente bajo. Ademas, el método es particularmente potente para separar las
impurezas relacionadas con el procedimiento (PCH de CHP, ADN de CHO, componentes de los medios) del producto
de FIX activo.

Otra impureza que se encuentra en particular en las preparaciones de FIX, incluso en las preparaciones farmacéuticas
de FIX, es el FIX activado, es decir, FIXa. Se ha demostrado que FIXa afecta negativamente a la preparacion de FIX
resultante deseada ya que aumenta la trombogenicidad. Por tanto, es muy deseable proporcionar métodos para
reducir el contenido de FIXa en una preparacién de FIX.

El presente método inventivo logra este objetivo impidiendo la formacién de FIXa en la preparacion que puede
obtenerse mediante el presente método.

De manera ventajosa y sorprendente, también es posible segun la presente invencion reducir el contenido de proteina
de célula huésped (PCH), en particular PCH de células CHO, si el material de partida usado es un FIX producido de
manera recombinante en un cultivo celular o sobrenadante de cultivo celular.
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De una manera ventajosa y sorprendente adicional, es posible adicionalmente disminuir el contenido de ADN de célula
huésped, en particular ADN de CHO en la composicién que puede obtenerse mediante el presente método inventivo.

Los resultados anteriores son adicionales a las mejoras en el rendimiento y la actividad especifica que proporciona la
presente invencion.

En una realizacion preferida, la proteina de union a cationes divalentes que se ha purificado segun el método de la
presente invencion tiene una pureza con respecto a las impurezas de la proteina de célula huésped (PCH) de al menos
el 95% p/p, mas preferiblemente al menos el 98% p/p, mas preferiblemente al menos el 99% p/p, y lo mas
preferiblemente al menos el 99,5% p/p de proteina de unidn a cationes divalentes en la proteina total. Por consiguiente,
en una realizacion preferida, el contenido de impurezas de PCH en la proteina de unién a cationes divalentes purificada
es menor del 5% p/p, mas preferiblemente menor del 2% p/p, mas preferiblemente menor del 1% p/p, y lo mas
preferiblemente menor del 0,5% p/p. Los valores porcentuales de las impurezas de PCH se refieren al peso/peso del
producto, es decir, la proteina de union a cationes divalentes purificada, y pueden medirse, por ejemplo, mediante
HPLC o ELISA.

La presente invencion se refiere ademas al uso del método de la presente invencion tal como se definié anteriormente.

La presente invencion proporciona un método eficiente para la purificacion de una proteina de unién a cationes
divalentes usando materiales de resina de intercambio aniénico que permiten una alta reduccién de impurezas
relacionadas con el procedimiento de la proteina con altos rendimientos de producto de manera concomitante.

La combinacion de eluato que se ha diluido en la primera etapa de purificacion por intercambio aniénico se carga luego
en la segunda columna de intercambio aniénico, en la que la proteina de union a cationes divalentes no se unira en
las condiciones aplicadas. La proteina de unién a cationes divalentes resultante contenida en el afluente de la columna
de la segunda purificacion de intercambio anidnico tiene una alta pureza y una alta actividad especifica. Ademas, tiene
un bajo contenido de PCH (CHO), un bajo contenido de ADN (CHO) y un bajo contenido de FlXa.

El contenido de factor FIXa se mide en funcion de su actividad, expresada en porcentaje de actividad con respecto a
la actividad del factor IX.

La potencia (en unidades internacionales, U.l.) de un producto de FIX recombinante (rFIX), se determina usando un
ensayo de coagulacion de una etapa in vitfro ampliamente conocido y aceptado que usa una referencia calibrada frente
al patrén internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el concentrado de factor IX. Una unidad
internacional es la cantidad de actividad FIX presente en 1 ml de plasma humano normal combinado.

El FIXa en dicho producto se mide usando un ensayo generalmente bien conocido por un experto en la técnica. Un
ejemplo es el kit de FIXa cromogénico disponible comercialmente (como Rox FIX-A, articulo n.° 950030; Rossix,
Molndal, Suecia) que emplea una referencia calibrada frente al patrén internacional para de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) el factor IXa. Para llevar a cabo tal ensayo, el FX humano se activa a FXa mediante FIXa en
presencia de FVIII, trombina, calcio y fosfolipidos. La cantidad de FXa generado se mide con un sustrato de FXa
especifico, que tras la escision liberara p-nitroanilina en cantidades que son proporcionales a las de FXa. El ensayo
es muy sensible a FIXa con un limite inferior de cuantificacién de 0,10 mU.l./ml.

Los niveles de FIX preactivado (rF1Xa) en el producto final (obtenido mediante el presente método inventivo) fueron
muy bajos de manera sistematica. El limite permitido se establece en < el 0,10% de actividad FIXa (U.l.
cromogénicas/ml) / actividad FIX (U.l. de coagulacion/ml). Sin embargo, el contenido real de FIXa de 15 lotes
sometidos a prueba de la invencion fue de tan solo < el 0,02% de FIXa/FIX. Todas las preparaciones de FIX, que se
obtuvieron siguiendo el procedimiento de purificacion reivindicado actualmente, tenian valores menores del 0,02% de
FIXa/FIX. Cuando se analiz6 un unico lote BeneFIX (E94791 como producto comparativo disponible en el mercado)
con los mismos ensayos, se midio el contenido relativo de FIXa como del 0,11%.

Tomado en conjunto, el contenido relativo de FIXa de todos los lotes fue bajo de manera sistematica y aparentemente
hasta 10 veces menor que el del producto comparativo.

En particular, el método de la presente invencion se basa en los siguientes principios. Generalmente, la union de
proteinas a materiales de resina de intercambio anidnico aumenta a menores conductividades y mayores valores de
pH. Y viceversa, la unidon de proteinas a materiales de resina de intercambio aniénico disminuye a mayores
conductividades y menores valores de pH. En el método de la presente invencion, la proteina de unién a cationes
divalentes se carga y/o se lava preferiblemente a un bajo pH, tal como se explicé con detalle anteriormente, lo que
todavia permite la union de la proteina de unién a cationes divalentes al primer material de intercambio aniénico y no
dana la integridad estructural o la actividad de la proteina de union a cationes divalentes. Muchas impurezas de
proteina no se uniran al primer material de resina de intercambio anionico y, por tanto, la unién de impurezas al primer
material de resina de intercambio aniénico se reduce en gran medida mientras que el producto si se une, en efecto, a
la primera columna de intercambio anionico. Se impide que coeluyan las impurezas de proteina que se unen al primer
material de resina de intercambio aniénico en estas condiciones, y no se retiraron por lavado, aumentando el pH
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durante la elucién. El aumento del pH en el eluyente hace que todas las proteinas se unan incluso mas fuerte al primer
material de resina de intercambio anidnico, pero el cation divalente interacciona especificamente con el producto
provocando la elucién. El eluato de la primera columna de intercambio aniénico se acondiciona para ajustar la
conductividad (igual a o menor que la del lavado acido, tal como se ha descrito anteriormente), aumentar el pH (al
menos 0,5 mayor que el de la carga (a) o el lavado acido) y aumentar la concentracion de cationes divalentes (para
que sea mayor que en la carga (a)). Estas medidas proporcionan las condiciones para la union selectiva de impurezas
y la ausencia de union selectiva del producto en la resina de intercambio anidnico. Segun el método de la presente
invencion, soélo la proteina de union a cationes divalentes no se une al segundo material de intercambio anidnico
debido a los cationes divalentes presentes en el eluato. En este contexto, debe indicarse que aumentar el pH durante
la elucion en la etapa (b) es muy atipico para un procedimiento de elucion de intercambio aniénico y aumentar el pH
para la carga en la etapa (d) en comparacion con el lavado acido es muy atipico para un procedimiento de
cromatografia negativa, es decir, una cromatografia de intercambio aniénico en la que se espera la proteina que va a
purificarse en la fraccion no retenida puesto que, tal como se ha establecido anteriormente, las proteinas generalmente
se unen mas fuerte a los materiales de resina de intercambio aniénico a mayores valores de pH. Usando el eluato del
primer material de resina de intercambio aniénico con al menos un catién divalente, el método de la presente invencion
logra sorprendente y ventajosamente purezas superiores del producto de proteina de unién a cationes divalentes por
cromatografia de intercambio anionico.

En particular, el aumento del pH durante la elucién del producto inducida por Ca de la etapa (b) (el tampdn de elucion
tiene un mayor pH que el tampdn de carga de la etapa (a) o el lavado acido de la etapa (a)) y el ajuste de la carga
para la etapa (d) (mayor pH que el lavado acido de la etapa (a), mayor cantidad de cationes divalentes que el eluyente
de la etapa (b)) proporciona una purificacion selectiva de proteinas de unién divalente (Ca) y evita la elucién conjunta
de impurezas. La carga del segundo material de resina de intercambio aniénico a alto pH y alto contenido de calcio
(como ejemplo de cationes divalentes) obliga a las impurezas a unirse al segundo material de resina de intercambio
aniénico mientras que se inhibe la unién de la proteina que va a purificarse mediante la complementacién con cationes
divalentes. Segun la presente invencion, las condiciones anteriores dan como resultado una alta pureza asi como altos
rendimientos de proteinas de unién a cationes divalentes. El método de la presente invencién puede proporcionar una
reduccion significativa de las impurezas polipeptidicas relacionadas con el procedimiento, por ejemplo cargando la
disolucion de proteina en un material de resina de intercambio aniénico a pH reducido, eluyendo el producto con un
eluyente con al menos un catién divalente a pH aumentado y cargando el eluido en un segundo material de resina de
intercambio anidnico a alto pH y una concentracion aumentada de cationes divalentes, y recogiendo la fraccion no
retenida.

La estrategia de purificacion se basa en las propiedades bioquimicas Unicas de las proteinas dependientes de vitamina
K. Por ejemplo en el dominio Gla, aproximadamente 12 cargas negativas estan centradas dentro de un tramo corto de
aminoacidos. Esta carga negativa puede neutralizarse o incluso convertirse en carga positiva mediante la adicion de
cationes divalentes (por ejemplo, Ca?*) al sistema. Basandose en este efecto, por ejemplo rFIX puede unirse a resinas
de intercambio i6nico en un estado de carga especifico y eluirse del gel convirtiendo la carga retirando (o afiadiendo)
Ca®*. Este principio de separacion se denomina “cromatografia de pseudoafinidad”. Este principio se refleja también
en aquellas proteinas dependientes de vitamina K que no comprenden un dominio Gla. El presente método inventivo
que se aplica para la purificacion de proteinas de unién a cationes divalentes tales como, por ejemplo, rFIX introduce
desplazamientos de pH en los tampones de carga, lavado y/o eluato para mejorar significativamente la retirada de
impurezas relacionadas con el producto y el procedimiento, tales como especies inactivas de FIX y proteinas de células
huésped CHO.

Procedimiento de purificacién de rFIX

Los inventores desarrollaron una linea celular CHO recombinante que expresa el factor IX humano recombinante
basandose en la linea celular parenteral CHO DXB11. La linea celular se disefié de manera que coexpresa furina
humana recombinante para mejorar la maduracion intracelular de pro-FIX en FIX. Para el procedimiento de produccion,
se cultivan las células en suspension en modo quimiostatico y se adaptaron a un medio definido quimicamente sin
ninguna adicion de proteinas derivadas de mamiferos o plasma. Se afiadié peptona de soja al medio de crecimiento
para mejorar la productividad del clon.

En una campafia de produccion quimiostatica, se clarifica la cosecha de cultivo celular recogido mediante filtracion
profunda en filtros de profundidad Cuno (con potencial zeta positivo) y filtracion de membrana de 0,2 pm en membranas
de filtro de PVDF o PES para retirar las células y los restos celulares. La cosecha libre de células filiradas representa
el material de partida para desarrollar el procedimiento de purificacion de rFIX.

Ejemplo

El procedimiento de purificacion a gran escala aplicado para la produccion clinica de rFIX comienza con una etapa de
captura por cromatografia de intercambio aniénico en Q-Sepharose Fast Flow cargando la cosecha clarificada con
una complementacion de EDTA 2 mM (véase la tabla 1) y un pH de aproximadamente 7,0 - 7.4. Después de la carga
(la carga era sobrenadante de cultivo celular libre de células de una linea celular CHO que expresa rFIX) y el lavado
1, se realiza un lavado 2 de bajo pH a pH 6,0 para retirar las especies de FIX inactivas y las proteinas CHO unidas.
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Se realiza un tercer lavado con baja conductividad y un pH de 7,3 - 7,5 para preparar la columna para la elucion. El
FIX unido se eluye de la columna con un tampdn que contiene calcio y tiene un pH de 8,0 que esta significativamente
por encima del pH del lavado 2. Este procedimiento da como resultado una elucidn selectiva de FIX y una elucion
conjunta muy baja de impurezas relacionadas con el producto y el procedimiento (especies de FIX inactivas y proteina
de célula huésped CHO). Se retiré aproximadamente el 99,5% de las proteinas PCH de CHO aplicadas a la columna
(factor de reduccion de PCH de CHO de aproximadamente 190) en esta etapa y la actividad especifica de FIX aumento
en un factor de aproximadamente 1,5. La tabla 2 a continuacién resume la composiciéon de los tampones para la etapa
de captura con Q-Sepharose (primera etapa de intercambio anidnico).

En la combinacién de eluato de la primera etapa de purificacién por intercambio aniénico, se realiza una inactivacion
viral con disolvente/detergente afiadiendo Triton X-100 al 1%, fosfato de tri-n-butilo al 0,3% y polisorbato 80 al 0,3%.
Luego se diluye la disolucion de FIX tratada con S/D con un tampdén que contiene calcio para ajustar la concentracion
de calcio a aproximadamente 6 mM y reducir la conductividad a 15 - 18 mS/cm (TA). El pH de la disolucién desciende
ligeramente desde 8,0 hasta aproximadamente 7,6 - 7,8.

Luego se aplica la disolucion de FIX diluida y tratada con S/D a la primera etapa de pulido en Q-Sepharose Fast Flow,
que no se une al FIX en las condiciones aplicadas (véase la tabla 3 a continuacion). La proteina de célula huésped
CHO residual (PSH de CHO) puede unirse a la resina de intercambio anidnico debido al mayor pH en comparacion
con el lavado 2 (etapa de captura en Q-Sepharose Fast Flow) y la menor conductividad en comparacion con la
combinacién de eluato de la etapa de captura.

Los resultados que se obtuvieron con este método de purificacion mejorado se resumen en las tablas 4 y 5 a
continuacion; las tablas 4 y 5 representan los resultados de dos ejecuciones realizadas posteriormente.

Tabla 1: Esquema de purificacion final para la captura de FIX en Q Sepharose Fast Flow (primera etapa de intercambio
anionico)

Etapa Tampodn Cantidad Velocidad Comentario
de flujo
VC cm/h
1 activacion de activacion de QFF 2,0 150
resina
2 Equilibracién Equi. de QFF 4,0 150
SCC libre de células Carga: 0,5 -
3 carga de muestra | complementado con | aprox. 125 VC 150 1,2 mg de Ag de
EDTA2 mM FIX/ml de resina
4 lavado 1 Equi. de QFF 2,0 150
5 lavado 2 Equi. de QFF 5,0 100
6 lavado 3 Equi. de QFF 2,0 100
La recogida
comienza
7 elucion Equi. de QFF 5,0 50 después de 0,5
VC y finaliza
después de 5 VC
Las velocidades de flujo sugeridas se basan en una altura de lecho de columna de 20 cm; se realizan
todas las etapas a 2-8°C.
CCS: sobrenadante de cultivo celular

Tabla 2: Composiciéon de tampones para la etapa de captura en Q-Sepharose

Tampon/etapa Composicién Conductividad
[mS/cm] a TA
Actwamogedglgtla:sma, act. NaCl 2000 mM nd.
equilibracién Equilibracion, lavado, Tris 20 mM, EDTA 2 mM, 15-25
Equi. de QFF pH=7,4+02aTA ' ’
lavad lavado MES ZOEnlgl\T/l/’s\'\fCII\/l1 somit 16,5 - 19
avado mM, 5 -
Lavado de QFF bH=6.0 0.2 a TA
Tris 20 mM, NaCl 180 mM,
eluciéon Elu. de QFF CaCl; 2 mM, 17 - 22
pH=8,0+£0,2a TA
Disolucién madre de EDTA EDTA 200 mM
EDTA
n.d. = no determinado
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Tabla 3: Esquema de purificacion para la etapa de pulido de FIX en Q Sepharose Fast Flow (segunda etapa de
intercambio anidnico)

Etapa Tampodn Cantidad Velocidad Comentario
de flujo
VC cm/h

1 activacion de NaCl 2 M > 5,0 76

resina

2 equilibracién tampon de equi.de | 4 76
QFF
Combinacion de rFIX aorox. 300 Carga: 0,5 -

3 carga de muestra | diluida y tratada con Iit?os ) 76 1,2 mg de Ag de
S/D* FIX/ml de resina
tampodn de equi. de

4 lavado 1 QFF 0,75 76

Las velocidades de flujo sugeridas se basan en una altura de lecho de columna de 20 cm; se realizan
todas las etapas a 2-15°C. Durante la carga, no se unira el producto a la resina y se recogera en la
fraccion no retenida de la columna, combinando las fracciones efluente de columna y lavado 1.

* conductividad de aproximadamente 18 mS/cm (TA)
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REIVINDICACIONES
Método para la purificacion de una proteina de unioén a cationes divalentes, que comprende las etapas de:

(a) cargar un primer material de resina de intercambio aniénico con la proteina de unién a cationes divalentes
en un tampon de carga en ausencia de cationes divalentes o a una concentracion de cationes divalentes de
1000 uM como maximo, seguido opcionalmente por de una a tres etapas de lavado;

(b) eluir la proteina de union a cationes divalentes con un eluyente que comprende un cation divalente y un
contraanién para formar un eluato que contiene la proteina de unién a cationes divalentes;

(c) diluir la combinacion de eluato obtenida (para disminuir opcionalmente la conductividad) y aumentar la
concentracion del cation divalente;

(d) cargar un segundo material de resina de intercambio aniénico con el eluato obtenido después de la etapa
(c)y

(e) recoger la fraccion no retenida que contiene la proteina de union a cationes divalentes.

Método segun la reivindicacion 1, en el que después de la etapa de carga se realiza(n) una o mas etapas de
lavado (1), (2) y/o (3) con un tampon de lavado (1), (2) y/o (3) en ausencia de un catién divalente pero en
presencia de un contraanion.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que al menos uno del tampdn de carga y/o el tampo6n de lavado
tiene(n) un pH que es al menos 0,5 unidades de pH menor que el pH del eluyente de la etapa (b),
preferiblemente en el que o bien el tampdén de carga y/o bien el tampén en la etapa de lavado (2) tiene(n) un
pH que es al menos 0,5 unidades de pH menor que el pH del eluyente de la etapa (b).

Método segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el eluyente en la etapa (b) tiene una
conductividad que es mayor que la conductividad del tampon de carga en la etapa (a) y el tampén de lavado
opcional y en el que el eluato complementado, es decir, diluido, en la etapa (c) tiene una conductividad que
es menor que la conductividad del eluyente en la etapa (b).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que al menos un catién divalente en la etapa (b)
se selecciona del grupo que consiste en Ca®*, Be?*, Ba%*, Mg?*, Mn?*, Sr?*, Zn%, Co?*, Ni** y Cu?, o
combinaciones de los mismos.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el primer y el segundo materiales de
resina de intercambio aniénico tienen cada uno un grupo cargado positivamente que se selecciona
independientemente del grupo que consiste en dietilaminoetano (DEAE), dimetilaminoetano (DMAE),
trimetilaminoetilo (TMAE), polietilenimina (PEI), aminoalquilo cuaternario, aminoetano cuaternario (QAE) y
amonio cuaternario (Q).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el primer y el segundo materiales de
resina de intercambio anidnico portan, cada uno, una amina primaria como ligando que se selecciona
independientemente del grupo que consiste en aminohexilo, benzamidina, lisina y arginina.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina de unién a cationes
divalentes es una proteina de unién a calcio, preferiblemente en el que la proteina de unién a cationes
divalentes es una proteina dependiente de vitamina K.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la proteina de unién a cationes
divalentes se selecciona del grupo que consiste en factor Il, factor VII, factor IX, factor X, proteina C, proteina
S, anexina y calmodulina, particularmente preferido del grupo que consiste en factor IX (FIX), factor Vlla
(FVlla) y anexina V.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el pH en la etapa (a) es de 6,8 a 7,5,
preferiblemente de 7,0 a 7,4, para un caso en el que se realiza una etapa de lavado opcional y el pH es de
5,5 a 6,5, preferiblemente de 5,9 a 6,1 en un caso en el que no se realiza la etapa de lavado opcional, y/o en
el que el pH de la etapa de lavado opcional (3) es de entre 7,0 y 8,2, preferiblemente entre 7,3 y 8,0, incluso
mas preferiblemente de 7,3 - 7,5, y/o en el que el pH en la etapa de lavado opcional (1) esde 7,3 - 7,5,y el
pH de la etapa de lavado opcional (2) es preferiblemente de 5,5 a 6,5, preferiblemente de 5,9 a 6,1, y/o en el
que el tampdn de elucion (es decir, el eluyente) en la etapa (b) contiene calcio y tiene un pH de 7,5 a 8,5,
preferiblemente de 7,8 a 8,2, y/o en el que el pH del tampdn de carga en la etapa de carga (d) es mayor que
el pH del tampdn de carga en la etapa de carga (a) o el pH del lavado, que sigue después de la carga.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10 anteriores, particularmente segun la reivindicacion 3,
en el que la conductividad en la etapa de carga (d) es igual a o menor que la conductividad del lavado, que
sigue después de la carga (a), y/o en el que la concentracion de cationes divalentes del tampdn de carga en
la etapa (d) es mayor que la concentracion de cationes divalentes en el tampén de elucién de la etapa (b),
y/o en el que la etapa de proporcionar la combinacion de eluato obtenida con una baja conductividad se lleva
a cabo mediante dilucién con un tampon de dilucién apropiado, alternativamente cambiando la composicién
del tampdn, o alternativamente mediante dialisis, diafiltracion o filtracion en gel.
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