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DESCRIPCION

Retirada de lipopolisacaridos de complejos de proteina-lipopolisacirido mediante disolventes no inflamables.
Campo de la invencion

Las realizaciones de la presente invencion se refieren generalmente a la retirada de lipopolisacaridos (LPS) de
complejos de proteina-lipopolisacarido.

Antecedentes de la invencion

El lipopolisacarido (LPS) es un componente principal de la membrana externa de bacterias gram negativas. El
componente endotéxico de LPS es la porcidn de lipido A. Comprende restos de D-glucosamina unidos en 1,6 que
estan sustituidos con hasta seis cadenas de acilo y una estructura de polisacédrido central a la que se pueden unir
unidades adicionales de repeticidon de polisacdrido. La endotoxina es un potente activador del sistema inmune innato
a bajas dosis mientras que a dosis mayores, la endotoxina induce varias reacciones fisicas diferentes que incluyen
choque séptico y muerte (Heine et al, 2001). Por lo tanto, la contaminacién de productos terapéuticos con endotoxinas
es una preocupacion principal para los fabricantes de tales productos.

Se producen muchas proteinas recombinantes en la bacteria gram negativa Escherichia coli. La retirada de LPS de
estas proteinas recombinantes puede ser un proceso complicado pero esencial, especialmente si las proteinas tienen
por objeto usos terapéuticos. Se han desarrollado muchos procesos diferentes para la retirada de LPS de proteinas ba-
sandose en las propiedades moleculares tnicas de las moléculas de endotoxina. Estos incluyen resinas de afinidad por
LPS, extracciones en dos fases, ultrafiltracion, cromatografia de interaccién hidréfoba, cromatografia de intercambio
i6nico y adsorbedores de membrana (revisado por Petsch y Anspach, 2000). Estos procedimientos tienen grados va-
riables de éxito en la separacion de LPS de proteinas, que, en gran medida, depende de las propiedades de la proteina
de interés.

Frecuentemente, durante la produccién de proteinas recombinantes, se presentan dificultades en la separacion de
LPS de proteinas debidas a interacciones de proteina-LPS. Por ejemplo, y no a modo de limitacioén, en proteinas
recombinantes producidas por un sistema de expresion de E. coli. Se han investigado varios de los procedimientos
publicados para la separacion de LPS de proteinas, que incluyen, pero sin limitacién necesaria, cromatografia de
interaccién hidréfoba desnaturalizante (Wilson et al/, 2001) y el uso de lavados con etanol, isopropanol (Franken, ef
al, 2000) o detergente (Fiske, et al, 2001) mientras que la proteina estaba inmovilizada sobre medio cromatogréafico
de intercambio iénico.

Algunos experimentos han mostrado que los lavados con alcohol y detergente durante la cromatografia de inter-
cambio iénico son eficaces disminuyendo los niveles de LPS asociados a proteinas, aunque se consiguié una mala
separacion de LPS de las proteinas mediante el procedimiento de HIC desnaturalizante. Se demostré que los deter-
gentes (Zwittergent 3-12 6 3-14) eran agentes de lavado mas eficaces que los alcoholes. También se consiguié un
aclaramiento de LPS mejorado mientras que los complejos de LPS-proteina se unieron a una resina de intercambio
catiénico en oposicién a una resina de intercambio aniénico, pero los procedimientos de lavado usados para retirar
LPS fueron eficaces en ambas matrices. Cuando el procedimiento de lavado se realiza en un intercambiador catiénico,
una vez que las interacciones de LPS-proteina se han interrumpido, el LPS se debe eliminar por lavado de la columna
mientras que se retiene la proteina. Durante la cromatografia de intercambio anidnico, el LPS, estando cargado nega-
tivamente a la mayoria de los pH, permanece unido a la resina junto con la proteina. Incluso aunque los lavados con
alcohol y detergente fueron exitosos reduciendo los niveles de LPS en los complejos de LPS-proteina, el cambio de
escala y la implementacién de cualquiera de estos procedimientos en un entorno de fabricacién no serfan practicos.
Las concentraciones de etanol e isopropanol requeridas para reducir eficazmente los niveles de LPS de las proteinas
de unién a LPS fueron mayores del 50% (V/V). A estas concentraciones, estas soluciones se consideran liquidos
inflamables y, como tales, imponen muchas restricciones de seguridad y funcionales.

Los detergentes, incluso aunque son muy eficaces reduciendo los niveles de LPS, son relativamente caros y afiadi-
rian costes significativos a un proceso de fabricacion y pueden afectar a la bioactividad de la proteina de interés. En
consecuencia, se desean agentes quimicos alternativos que se podrian usar de forma segura y econémica en lugar de
los alcoholes o detergentes como agentes de lavado para la separacién de LPS de proteinas durante operaciones con
unidades cromatograficas. De forma ideal, estos agentes quimicos serian relativamente econémicos, estarian bien defi-
nidos quimicamente, presentarian aspectos de seguridad minimos y tendrian un impacto minimo sobre la bioactividad
de la proteina en cuestién cuando se implementan en un proceso.

Sumario de la invencion

Las realizaciones de la presente invencion se refieren generalmente a la capacidad de los alcanodioles de separar
lipopolisacdridos (LPS) u otras endotoxinas de proteinas. En una realizacion, los alcanodioles son capaces de realizar
la separacién de LPS de complejos de LPS-proteina. En consecuencia, las realizaciones de la presente invencién se
refieren generalmente a procesos que usan alcanodioles para realizar la separacién de LPS de complejos de LPS-
proteina. En realizaciones adicionales, los complejos estdn inmovilizados sobre una resina y el LPS se separa de la
misma.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura la es una ilustracién del Perfil de Elucién en SP Sepharose Fast Flow de BODIPY-LPS. La linea de
puntos es la sefial de UV a 280 nm y la linea continua se corresponde en la fluorescencia de BODIPY expresada en
unidades relativas de fluorescencia (URF).

La Figura 1b es una ilustracién del Perfil de Elucién en SP Sepharose Fast Flow del Complejo BODIPY-LPS-
Transferrina. La linea de puntos es la sefial de UV a 280 nm y la linea continua se corresponde a la fluorescencia de
BODIPY expresada en unidades relativas de fluorescencia (URF).

La Figura 2 es una ilustracién de los Perfiles de Elucién de BODIPY-LPS de Complejos de BODIPY-LPS-Trans-
ferrina en SP Sepharose Fast Flow Junto con Lavados con Alcanodiol. Se generaron complejos de BODIPY-LPS-
transferrina, se cargaron en una columna de SP Sepharose Fast Flow y la columna se lavé con soluciones a 50% de
1,4-butanodiol, 1,6-hexanodiol o 1,2-hexanodiol.

La Figura 3 es una ilustracién de la reduccién de BODIPY-LPS de Complejos de BODIPY-LPS-Transferrina en
Eluatos de SP Sepharose Fast Flow por Alcanodioles. La reduccién del cero por ciento se corresponde a un proceso de
control sin un lavado con alcanodiol. 1, 1,2-hexanodiol; 2, Zwittergent 3-14 al 1%; 3, 1,6-hexanodiol; 4, etilenglicol;
y 5, 1,4-butanodiol.

La Figura 4 es una ilustracion de la reduccién de BODIPY-LPS de complejos de BODIPY-LPS-BSA en eluatos
de SP Sepharose Fast Flow por Alcanodioles. La reduccion del cero por ciento se corresponde a un proceso de control
sin un lavado con alcanodiol. 1, 1,2-hexanodiol; 2, Zwittergent 3-14 al 1%; 3, 1,2-butanodiol; 4, 1,6-hexanodiol; 5,
isopropanol al 50%; 6, etanol al 75%; 7, 1,4-butanodiol; y 8, etilenglicol.

La Figura 5 es una ilustracion de las viscosidades de Alcanodiol, Isopropanol, Etanol y Soluciones de Zwittergent
en Acetato 100 mM, pH 4,5. Todas las soluciones se prepararon con tampé6n Acetato 100 mM, pH 4,5. 1, 1,6-hexano-
diol al 50%; 2, 1,2-hexanodiol al 50%; 3, 1,4-butanodiol al 50%; 4, 1,2-butanodiol al 50%; 5, Etilenglicol al 50%; 6,
Isopropanol al 50%; 7, Etanol al 75%; 8, Zw 3-14 al 1%;y 9, Acetato 100 mM, pH 4,5.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en este documento, el término “alcanodiol” significa y se refiere a un hidrocarburo saturado no
aromatico con la férmula general C,H,,(OH),.

Como se usan en este documento, las expresiones complejo de proteina-LPS y complejo de LPS-proteina deben
ser sinénimos. El complejo de proteina-LPS puede ser una asociacién o unién débil, tal como, por ejemplo y no a
modo de limitacién, mediante fuerzas intramoleculares/fuerzas intermoleculares.

Generalmente, las realizaciones de la presente invencidn se refieren a procesos para separar lipopolisacéridos o en-
dotoxinas de complejos de proteina-lipopolisacérido (u otra sustancia que comprende endotoxina). En una realizacion,
un proceso para separar lipopolisacdridos de complejos de proteina-lipopolisacarido comprende la etapa de lavar un
complejo de proteina-LPS con una solucién que contiene alcanodiol por lo que al menos una porcién del LPS se retira
y/o se separa de la proteina.

En una realizacién, el complejo de LPS-proteina (u otro complejo de endotoxina) se produce y/o forma durante la
produccion de proteinas, tales como, pero sin limitacion, proteinas recombinantes.

Las realizaciones de la presente invencién pueden usar cualquier proteina. Diversos ejemplos incluyen, pero sin
limitacién, albimina Bovina (BSA), holo-transferrina bovina, lactoferrina de leche bovina, lisozima de claras de huevo
de pollo, proteinas de choque térmico, proteinas de fusién de choque térmico y similares. Las diversas proteinas pueden
ser simples o complejas, pequefias o grandes.

Se pueden usar diversos procesos y/o sistemas de expresién para la produccién de proteinas recombinantes. Se
puede usar cualquier sistema de expresion para la produccién de proteinas recombinantes. En una realizacion, el
sistema de expresion es bacteriano. En tales realizaciones, se pueden usar sistemas de expresion bacterianos gram
negativos tales como un sistema de expresion en E. coli. Sin embargo, también se pueden usar otros tipos de sistemas
bacterianos, por ejemplo, y no a modo de limitacién, Caulobacter crescent y Proteus mirabilis.

En general, cualquier sistema que comprende endotoxina o endotoxinas puede usar realizaciones de la presente in-
vencion para separar la endotoxina de la proteina. Por ejemplo, en una realizacidn, la endotoxina o las endotoxinas son
una impureza en un sistema que comprende proteinas. Se conoce bien en la técnica que la endotoxina o las endotoxi-
nas, en algunos casos, se pueden encontrar como contaminantes en materiales sin procesar o durante el procesamiento.
Tales endotoxinas se pueden retirar y/o separar mediante diversas realizaciones de la presente invencion.

Se puede usar cualquier alcanodiol con diversas realizaciones de la presente invencion. Los ejemplos adecua-
dos, no limitantes, incluyen 1,5-pentanodiol, 1,6-hexanodiol, 1,2-hexanodiol, 1,2-butanodiol, 1,4-butanodiol y 1,7-
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heptanodiol. En una realizacién, los alcanodioles de la presente invencién son alcanodioles de cadena larga. Los al-
canodioles proporcionan seguridad aumentada con respecto a los eluyentes usados cominmente, como acetonitrilo,
etanol y metanol, ya que los alcanodioles son todos compuestos no inflamables. Adicionalmente, los alcanodioles son
solubles en agua y no son prohibitivos en cuanto a costes para un gran nimero de procesos.

En otras realizaciones se utilizan diversos procesos para ayudar a y/o facilitar la separacién del complejo de protei-
na-LPS. En diversos ejemplos de estas realizaciones, el complejo de proteina-LPS estd unido a un sustrato. Diversos
métodos de unién 1ncluyen la retencidn, atraccion, unidn, aplicacion, inmovilizacién y/o fijaciéon de forma amovible
a un sustrato. Se puede unir la proteina o el LPS. En una realizacidn, el complejo de LPS-proteina estd unido o in-
movilizado sobre una resina. Los tipos de resina adecuados incluyen, pero sin limitacién, resinas de afinidad, resinas
de intercambio anidnico, resinas de intercambio catidénico y similares, tal como una resina SP Sepharose Fast Flow
(resina SPSFF). Sin embargo, la seleccién de resinas es un aspecto rutinario en la técnica y se puede realizar para
servir a las necesidades particulares del proceso.

En una realizacién, el complejo de LPS-proteina estd unido a una resina de intercambio idénico en condiciones
tales que la proteina se une a la resina de la columna. Después se aplica a una solucién de lavado con alcanodiol a la
columna, por lo que al menos una porcién del LPS se separa del complejo de LPS-proteina y eluye con o préximo
al alcanodiol. En una realizacién se separa mas del 50% del LPS del complejo de LPS-proteina. En una realizacién
alternativa se separa mds del 75% del LPS del complejo de LPS-proteina. En otra realizacion se separa mds del 80% del
LPS del complejo de LPS-proteina. En otra realizacién se separa mas del 85% del LPS del complejo de LPS-proteina.
En una realizacién alternativa se separa mds del 90% del LPS del complejo de LPS-proteina. En otra realizacién mds
se separa mas del 95% del LPS del complejo de LPS-proteina. En otra realizacion se separa mas del 97% del LPS del
complejo de LPS-proteina. En otra realizacion se separa mas del 99% del LPS del complejo de LPS-proteina. En otra
realizacién se separa mas del 99,9% del LPS del complejo de LPS-proteina.

En una realizacién, después de la separacion y/o la retirada del LPS, la proteina se puede eluir de la resina. La
proteina se puede eluir mediante medios comunes en la técnica y como sea apropiado para la resina. En un ejemplo,
para intercambiadores i6nicos se pueden usar cambios en pH y/o conductividad aumentada para eluir la proteina.

En una realizacion, el 50% de la proteina eluida de la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacién
alternativa, el 75% de la proteina eluida de la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacién alternativa,
el 80% de la proteina eluida de la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacién alternativa, el 85% de
la proteina eluida de la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacién alternativa, el 90% de la proteina
eluida de la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacion alternativa, el 95% de la proteina eluida de
la resina carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacion alternativa, el 97% de la proteina eluida de la resina
carece de LPS u otra endotoxina. En una realizacién alternativa, el 99% de la proteina eluida de la resina carece de
LPS u otra endotoxina. En una realizacion alternativa, el 99,9% de la proteina eluida de la resina carece de LPS u otra
endotoxina.

En diversas realizaciones se utiliza otro lavado para retirar/separar la proteina de la resina. En una realizacién
alternativa, la proteina eluye sin ningin lavado, de tal forma que la resina solamente ha ralentizado la elucién de
proteina, separando de este modo el LPS de la proteina. El grado de separacién se puede variar dependiendo de
la resina usada. Asimismo, se puede construir una resina para cambiar el perfil de elucién del complejo de LPS-
proteina de tal forma que el componente de LPS o de proteina eluye en un momento diferente que el otro componen-
te.

En consecuencia, diversas realizaciones de la presente invencién comprenden procesos tales como:

Un proceso para retirar una endotoxina de proteinas producidas de forma recombinante que comprenden
un complejo de Lipopolisacarido (LPS)-proteina que comprende las etapas de:

inmovilizar el complejo en una resina de intercambio i6nico;
lavar la resina con un alcanodiol por lo que al menos la porcién del LPS se separa del complejo; y
eluir al menos una porcidén de la proteina de la resina.

En realizaciones alternativas, el LPS se fija a la resina y en primer lugar eluye la proteina.

En realizaciones adicionales, la presente invencién comprende un proceso para alterar un complejo de lipopolisa-
cérido (LPS)-proteina que comprende lavar el complejo con un alcanodiol.

En otras realizaciones adicionales, la presente invencién comprende procesos para aumentar el tiempo de retencion
de una proteina en una resina que comprende la etapa de lavar la resina con un alcanodiol. En un ejemplo de una
realizacién de este tipo, después de un lavado con un hexanodiol, tal como 1,2-hexanodiol, para retirar el LPS, el
aumento de la concentracion de sales en la resina no consigue eluir la proteina. Tales realizaciones son ttiles para
entornos altamente salinos y donde se desea alterar la selectividad de la resina por proteinas.
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En consecuencia, las realizaciones de la presente invencion comprenden adicionalmente métodos para separar LPS
de un complejo de proteina-LPS en un entorno altamente salino, de conductividad, que comprende las etapas de:

inmovilizar el complejo a una resina de intercambio i6nico;
lavar la resina con 1,2-hexanodiol por lo que al menos una porcién del LPS se separa del complejo; y
eluir al menos una porcién de la proteina de la resina modificando el pH.

En realizaciones preferidas de este tipo, la concentracién de alcanodiol es mayor de aproximadamente el 5%. Sin
embargo, se puede usar cualquier concentracion.

Aunque la invencidn se ha descrito en relacion a realizaciones especificas de la misma, se entenderd que es suscep-
tible a modificaciones adicionales y que las Reivindicaciones adjuntas tienen por objeto abarcar cualquier variacion,
uso o adaptacion de la invencion, siguiendo, en general, los principios de la invencién e incluyendo tales separaciones
de la presente descripcién que entran dentro de la practica conocida o habitual en la técnica a la que pertenece la
invencién y como se puede aplicar a los elementos esenciales que se han indicado anteriormente en este documento
que existen ahora o que surjan después. Ademads, aunque las realizaciones de la invencién se han descrito con caracte-
risticas dimensionales y/o mediciones especificas, se entenderd que las realizaciones son susceptibles a caracteristicas
dimensionales y/o mediciones diferentes sin apartarse de los principios de la invencion y las Reivindicaciones adjun-
tas tienen por objeto abarcar tales diferencias. Adicionalmente, todas las patentes mencionadas en este documento se
incorporan en este documento como referencia.

Para una comprension adicional de diversas realizaciones de la presente invencién, se debe hacer referencia a los
siguientes ejemplos:

Ejemplos y experimentos
Materiales

Se adquirieron albtimina bovina (BSA), holo-transferrina bovina, lactoferrina de leche bovina, lisozima de claras
de huevo de pollo, lipopolisacdridos de Escherichia coli serotipo O55:B5 y BSTFA en Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Se adquirieron 4cido acético, Tris (base), hidréxido sédico (NaOH), 4cido clorhidrico, cloruro sédico (NaCl),
etanol, isopropanol, dodecilsulfato sédico (SDS) y fosfato sédico dibdsico 7-hidrato en J. T. Baker Chemical Co. (Phi-
Ilipsburg, NJ). El 1,6-Hexanediol era de BASF Co. (Mount Olive, NJ). Se adquirieron 1,2-Hexanodiol, 1, 2-butanodiol
y Zwittergent 3-14 (Zw 3-14) en Fluka (Milwaukee, WI). Se adquirieron 1,4-Butanodiol y etilenglicol en Aldrich
(Milwaukee, WI). La solucion salina tamponada con fosfato (PBS), 10x se adquirié en Bio-Rad Laboratories, Inc.
(Hercules, CA). Se adquirieron lipopolisacérido conjugado con BODIPY® FL de Escherichia coli, serotipo 055:B5
(BODIPY-LPS) y el Kit de Ensayo de Lisozima EnzChek en Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR). Se obtuvieron
Pyrosol, Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) Pyrotell-T, agua para reactivo LAL (LRW) y endotoxina patrén de
control de E. coli O113:H10 (CSE) en Associates of Cape Cod, Inc. (Falmouth, MA). La resina SP Sepharose Fast
Flow (SPFF), resina Q Sepharose Fast Flow (QFF) y columnas HR 10-10 eran de Amersham Biosciences (Piscataway,
NIJ). Las placas de microtitulacién de 96 pocillos de poliestireno transparente eran de Associates of Cape Cod, Inc.
(Falmouth, MA) y las placas de microtitulacién de 96 pocillos negras, de NUNC (Rochester, NY). Se adquirieron el
dcido B-Hidroxitetradecanoico, dcido 8-hidroxitridecanoico, 4cido S-hidroxiundecanoico, 8-hidroxitridecanoato, 5-hi-
droxitetradecanoato y B-hidroxiundecanoato en Matreya, Inc. (Pleasant Gap, PA). El heptano se adquirié en Spectrum
(New Brunswick, NJ).

Meétodos
Mediciones de Viscosidad

Se us6 un Viscosimetro de Brookfield Modelo 1 LVT equipado con un adaptador ULA-Y (Middleboro, MA) para
las determinaciones de viscosidad. Todas las mediciones se realizaron a 20°C.

Formacion de Complejo de LPS-Proteina

Se prepararon soluciones madre de proteina en los tampones de equilibrado de columna hasta una concentracién
final de 10 a 11 mg/ml. Se preparé solucién madre de LPS de O55:B5 en agua Milli-Q y se preparé soluciéon madre de
BODIPY-LPS en PBS o tampones de equilibrado de columna hasta una concentracion final de 1 mg/ml. Esta es una
concentracion final de aproximadamente 100 uM basdndose en un peso molecular de LPS de O55:B5 de 10.000 Da.

Los complejos de LPS-proteina se formaron afiadiendo a un tubo de polipropileno 1 parte de solucién de LPS con
respecto a 9 partes de solucién de proteina, v/v. El tubo se agité vorticialmente, se envolvié en papel de aluminio y
después se incubo a temperatura ambiente durante 16 a 72 horas para BSA y transferrina o se incubé a 37°C durante
al menos 4 horas para lactoferrina.
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Andlisis de LAL y BODIPY

Se usé un espectrofluorémetro de microplaca SpectraMax Gemini XS de Molecular Devices Co. (Sunnyvale,
CA) para el ensayo de microplaca fluorescente BODIPY-LPS y un espectrofotémetro de microplaca SpectraMax 190
(Molecular Devices) para el ensayo turbidimétrico cinético LAL (KTA). Los materiales de referencia se analizaron por
triplicado y las muestras por duplicado o triplicado. Los resultados se representaron y analizaron usando el software
SOFTmax PRO version 3.1.1 (Molecular Devices).

A. Ensayo de BODIPY-LPS

Se prepararon diluciones seriadas de factor tres de la soluciéon madre de BODIPY-LPS de 0,81 a 0,03 uM. El
procedimiento analitico del ensayo de BODIPY-LPS era una modificacion del ensayo usado por Yu y Wright (1996)
del siguiente modo. A cada pocillo de una placa de microtitulacién negra se afiadieron 20 ul de SDS al 15%, preparado
en agua Milli-Q, seguido de 180 ul de muestra o patrén. La placa se agité durante 10 segundos a 37°C y se leyd
inmediatamente en modo de fluorescencia. Se determinaron las longitudes de onda 6ptimas de excitacién (490 nm),
emisién (525 nm) y de corte (515 nm) para el BODIPY-LPS. El ensayo para BODIPY-LPS demostr6 un intervalo
lineal de 0,03 a 0,81 uM (de 54 a 1458 ng) con un limite de deteccién de valores/LOQ inferior a 0,01 uM (18 ng) y un
limite de cuantificacién de 0,03 uM (54 ng).

B. Ensayo turbidimétrico cinético (KTA) de LAL

Las muestras se ajustaron a un pH entre 6 y 8 con Pyrosol, si fue necesario. La CSE y Pyrotell-T se reconstituyeron
con LRW. La curva lineal de CSE era de 0,03 a 1,00 UE/ml. El procedimiento analitico del KTA de LAL era el
siguiente. A cada pocillo de una placa de microtitulacién de poliestireno transparente se afiadieron 100 ul de muestra
o patrén y 100 ul de Pyrotell-T. Para muestras con adiciones se afiadieron 5 ul de 2,00 UE/ml de CSE para obtener
un nivel de CSE de 0,10 EU/ml. La placa se agit6 durante 10 segundos y se recogieron los datos, cada minuto, en el
modo cinético a 405 nm durante 1 hora a 37°C.

C. Andlisis de LPS por Cromatografia de Gases

El andlisis cuantitativo para el nivel relativo de LPS presente en muestras por espectrometria de masas-cromatogra-
fia de gases (GCMS) se basaba en el método de Mielniczul ef al. (1992) y utilizé un cromatégrafo de gases 6890 con
un detector selectivo de masa 5973 de Agilent (Foster City, CA). La columna usada era una columna DB-5MS (d. i.
30 cm x 0,25 mm x grosor de pelicula 0,25 um) de J&W Scientific (Foster City, CA). La curva lineal para compuestos
sustitutos y diana varié de 1,6 a 100 pg/ul y el patrén interno se mantuvo constante en 50 pg/ul. En resumen, el método
de preparacion de muestras y andlisis por GCMS fue el siguiente. Se afiadieron muestras y una cantidad conocida de
sustituto, dcido S-hidroxitridecanoico a viales de reaccién de vidrio de 5 ml. Las muestras acuosas se hidrolizaron en
HC1 6 N de 90 a 100°C durante una noche para liberar el 4dcido S-hidroxitetradecanoico del LPS. Los 4cidos grasos se
extrajeron dos veces del hidrolizado con heptano y después se secaron con nitrégeno. Los dcidos grasos se metilaron
por incubacién de 80 a 90°C en HCI metandlico 3 N durante 30 minutos. Se afiadi6 agua para detener la reaccién y des-
pués se extrajeron dos veces los ésteres de metilo con heptano. Los ésteres de metilo se secaron después con nitrogeno.
Los ésteres de metilo se derivatizaron afiadiendo BSTFA/piridina (2: 1, v/v) e incubando de 80 a 90°C durante 15 a 20
minutos antes de realizar la etapa de secado final con nitrégeno. Las muestras se reconstituyeron con un patrén interno
de 50 pg/ul, dcido metil-3-trimetilsilil-undecanoico, preparado en heptano. Los patrones y las muestras se inyectaron
en modo sin divisién y con un volumen de inyeccién de 1 ul. La temperatura inicial del horno se mantuvo a 90°C du-
rante 4 minutos y después se increment6 20°C por minuto hasta 250°C seguido de un incremento de 10°C por minuto
hasta 300°C. El espectrémetro de masas se ajusté para una tensién de compensacioén de EM de 500 y el retraso de disol-
vente en 5,2 minutos. Se usé el control con i6n selectivo para controlar el metil-3-TMS-undecanoato en los iones 175 y
273, metil-3-TMS-tridecanoato en 11,0 minutos y los iones 175 y 301, y metil-3-TMS-tetradecanoato en 11,7 minutos
y los iones 175 y 315. Se describieron cromatogramas usando Chemstation para el software de MSD Productivity.

Ensayo de Lisozima

Se determiné la actividad usando el Kit de Ensayo de Lisozima EnzChek de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Cromatografia

Todas las cromatografias se realizaron en un sistema AKTA explorer 100 FPLC (Amersham Biosciences) equi-
pado con una bomba de gradiente (P-900), un bucle de inyeccién de 500 ul o 2000 ul, un detector de longitud de
onda variable (UV-900) y un control de pH y conductividad (pH/C-900). Todos los experimentos cromatograficos se
realizaron a un caudal de 200 a 300 cm/h a temperatura ambiente. Durante los lavados con alcanodiol, el caudal cay6
de 150 a 200 cm/h para minimizar el aumento en la presién de retorno del sistema debido a la viscosidad aumentada
de las soluciones de alcanodiol. Se describieron los cromatogramas usando el software Unicorn versién 3.21 o 4.0.
Las resinas se introdujeron en columnas de 1 cm de didmetro hasta alturas de lecho de 7 a 11 cm. Los AKTA y las
columnas se limpiaron con NaOH 0,5 N durante 60 a 120 minutos o NaOH 0,1 N durante m4ds de 16 horas antes de
cada proceso cromatografico. Después, la columna y los AKTA se lavaron con agua Milli-Q justo antes del equilibrado
del sistema con los tampones apropiados.
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Se prepararon los alcanodioles, el etanol y el isopropanol como soluciones v/v con las mismas composiciones
quimicas y pH que los tampones de equilibrado, mientras que se prepararon 1,6-hexanodiol y Zwittergent 3-14 como
soluciones p/v.

D. Cromatografia de Intercambio Cationico

Para la transferrina, una columna de SP Sepharose Fast Flow se cargé con Acetato 100 mM, NaCl 1 M, pH 5y se
equilibré con Acetato 100 mM, pH 5. Después de la carga, la resina se lavé con el tampoén de equilibrado y después se
eluy6 con fosfato sédico 50 mM, NaCl 1 M, pH 7,5. Cuando se realiz6 un lavado con orgdnico o detergente, se aplicd
después de la etapa de lavado inicial y se realizé durante 6 VC a menos que se indique de otro modo. A este lavado
sigui6 un segundo lavado con tampdn de equilibrado para retirar el organico o detergente antes de la elucién.

La cromatografia para BSA fue idéntica a la de transferrina excepto porque el pH de todos los tampones de
cromatografia era 4,5. Cuando se usé 1,2-hexanodiol como el agente de lavado, el eluyente se cambid a fosfato sédico
50 mM, NaCl 1 M, pH 7,5.

La cromatografia de lactoferrina fue similar a la de transferrina excepto porque la resina se cargd con cloruro
sédico 1 M, fosfato sédico 20 mM, pH 7.5, se equilibré en fosfato sédico 20 mM, pH 7,5 y se eluyé con cloruro
sédico 1 M, fosfato sédico 20 mM, pH 7,5.

La cromatografia para lisozima fue similar a la de para transferrina excepto porque la resina se cargd con NaCl 1
M, Tris 20 mM, pH 8,0, se equilibré en Tris 50 mM, pH 8,0 y se eluy6 con NaCl 1 M, Tris 20 mM, pH 8,0.

E. Cromatografia de Intercambio Anidnico

Para BSA, una columna Q Sepharose Fast Flow se cargé con Tris 50 mM, NaCl 1 M, pH 8,0 y se equilibré con
Tris 50 mM, pH 8,0. Después de la carga, la resina se lavé con el tampdn de equilibrado. La BSA se eluy6 con Acetato
25 mM, pH 4,5 y LPS con Acetato 25 mM, NaCl 1 M, pH 4,5. Cuando se realizé un lavado con alcanodiol, se insertd
después de la etapa de lavado inicial y fue durante 6 VC. Un segundo lavado con tampén de equilibrado para retirar el
alcanodiol sigui6 a este lavado.

Resultados y Discusion
La Tabla 1 resume los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las proteinas usadas en este estudio. Se ha

demostrado que BSA, transferrina y lactoferrina se unen a LPS (Dzarski, 1994; Berger y Beger, 1987; y Appelmelk et
al., 1994). Se uso lisozima para evaluar los efectos de los agentes de lavado sobre la actividad enzimatica.

TABLA I

Pesos Moleculares y Puntos Isoeléctricos de Proteinas Usadas en este Estudio

Proteina Peso Molecular| pl

Endotoxina con pocos o sin acidos grasos de 66400 5,56
Albamina bovina

Transferrina, bovina holo 75800 6,5
Lactoferrina, bovina 75200 8,52
Lisozima, clara de huevo de pollo 14300 9,65
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La Tabla II resume algunas de las propiedades fisicas de los alcanodioles usados en este estudio. También se
incluyen etanol e isopropanol, que se han usado para la retirada de LPS en otros procesos (Franken et al., 2000), para
comparacion.

TABLA II

Propiedades Fisicas de Alcanodioles Usados en este Estudio

Compuesto | 'Punto de| "Punto de | "Punto de |?Limites de | ?Auto-

Ebullicion| Fusién | Inflamacion | Explosion, aire | ignicion
Inferior | Superior

1,2- 223 NA 122 NA NA 390

hexanodiol

1,6- 250 45 147 6,6% 16% 319

hexanodiol

1,5- 242 -16 129 1,4% | 13,2% NA

pentanodiol

1,2- 194 -50 93 24% | 13,5% 390

butanodiol

1,4- 230 16 121 1,95% | 18,3% 420

butanodiol

1,3- 214 -27 131 NA NA 400

propanodiol

1,2- 195 -13 111 3,2% | 15,3% 40

etanodiol

Etanol 78,3 -1141 12 3,3% 19% 363

Isopropanol 82,4 -88,5 12 2,5% 12% 460

'datos obtenidos de CabridgeSoft Corp. en Chemfinder.com

2datos de Material Data Safety Sheets

NA no disponible

Separacion de Complejos de LPS-Proteina por Orgdnicos y Detergente
Cromatografia en SP Sepharose Fast Flow de LPS y Complejos de LPS-Proteina

Se determinaron los perfiles de elucién de LPS del propio LPS y los complejos de LPS-BSA en resina SP Sep-
harose Fast Flow por andlisis KTA de LAL de fracciones de columna seleccionadas (Tabla III). Cuando el LPS se
cromatografié a si mismo, el LPS se detect principalmente en la fraccién no unida de lavado como era de esperar. La
cromatografia de los complejos de LPS-BSA dio como resultado que la mayoria del LPS se detectara en la fraccién de
eluato de BSA confirmando la propiedad de unién a LPS de BSA (Dziarski, 1994) y demostrando que los complejos
de BSA-LPS son estables en las condiciones de cromatografia de intercambio catidénico empleadas.
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TABLA III
Perfiles de Elucion de Cromatografia en SPFF de LPS y LPS-BSA

LPS y el complejo LPS-BSA se cromatografiaron en SP Sepharose Fast Fiow.
Las fracciones de columna se analizaron para LPS por el KTA de LAL como se
describe en los métodos

BODIPY-LPS (% de recuperacion)

Muestra Carga Lavado no unido Elucion
BODIPY-LPS 100 82 5
Complejo de 100 3 90

BODIPY-LPS-BSA

El KTA de LAL es un ensayo de uso laborioso y costoso para determinar la distribucién de LPS en las fracciones
de columna. Se desarroll6 un ensayo basado en fluorescencia para LPS para controlar las fracciones de columna. Este
ensayo usé LPS marcado fluorescentemente, BODIPY-LPS, en lugar del LPS no marcado, que permite el andlisis
rapido de los eluatos de la columna por espectroscopia de fluorescencia. Se ha demostrado que la fluorescencia del
marcador BODIPY en el conjugado de BODIPY-LPS se inactiva cuando el LPS forma complejos consigo mismo o
con proteina. La adicién de SDS a la muestra altera los complejos de LPS-LPS o LPS-proteina y da como resulta-
do un aumento de fluorescencia (Yu y Wright, 1996). El ensayo se desarroll6 como un ensayo basado en placa de
microtitulacién que permiti6 el andlisis rapido y cuantitativo de BODIPY-LPS en las fracciones de cromatografia.

Para determinar si el marcador de BODIPY interfirié con la formacién del complejo BSA-LPS o se comporté de
forma diferente durante la cromatografia de intercambio catidnico, se repiti6 el andlisis precedente usando BODIPY-
LPS y complejos de BODIPY-LPS-proteina. Los perfiles de elucién de BODIPY-LPS y complejos de BODIPY-LPS-
proteina fueron similares (Tabla IV) a los perfiles de elucién de LPS y LPS-BSA anteriormente. Esto demuestra que el
marcador BODIPY no interfiere con la capacidad de la BSA o transferrina de unirse a LPS y que el grupo BODIPY no
altera el perfil cromatografico del LPS. La Figura 1 muestra perfiles tipicos en SP Sepharose Fast Flow de BODIPY-
LPS (A) y el complejo de BODIPY-LPS-transferrina (B).

TABLA IV
Perfiles de Elucion de Cromatografia en SPFF de BODIPY-LPS y BODIPY-LPS-Proteina

BODIPY-LPS y el complejo de BODIPY-LPS-proteina se cromatografiaron en
SP Sepharose Fast Flow. Las fracciones de columna se analizaron para
BODIPY- LPS mediante el ensayo de BODIPY como se ha descrito en los

métodos.

BODIPY-LPS (% de recuperacion)
Muestra Carga Lavado no unido Elucion
Complejo de BODIPY-LPS 100 82 5
Complejo de BODIPY-LPS- 100 2 90
BSA
Complejo de BODIPY-LPS- 100 6 74

BSA-Transferrina

Reduccion de LPS de Complejos de LPS-Proteina por Alcanodioles durante Cromatografia en SP Sepharose Fast
Flow

Los experimentos iniciales examinaron la capacidad de una etapa de lavado con 1,6-hexanodiol al 50% de reducir la
cantidad de BODIPY-LPS que habia formado complejos con BSA durante la cromatografia de intercambio catiénico.

9
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Un lavado de 3 volimenes de columna (VC) con 1,6-hexanodiol disminuyé la cantidad de BODIPY-LPS que formaba
complejos con BSA aproximadamente en el 21%. El aumento de la longitud de la etapa de lavado con 1,6-hexanodiol
de 3 VC a 6 VC mejord la retirada de BODIPY-LPS del complejo de BSA en aproximadamente el 49%. Aunque un
aumento adicional de 3 VC en la etapa de lavado con 1,6-hexanodiol a 9 VC proporcioné una mejora (51%) en la
retirada de BODIPY-LPS. Todos los experimentos adicionales se realizaron con una etapa de lavado con alcanodiol
de 6 VC.

La eficacia de una serie de alcanodioles para retirar LPS de proteinas mientras que las proteinas estaban unidas
a soportes solidos idnicos se compard con la de etanol, isopropanol y Zwittergent 3-14, que se habia demostrado
que son eficaces retirando LPS de una proteina de unién a LPS. Una columna de SP Sepharose Fast Flow se cargd
con complejo de BODIPY-LPS-transferrina. La resina se lavd con seis volimenes de columna de una solucién de
alcanodiol al 50% y después se eluyd. Se recogieron las fracciones y se ensayaron para BODIPY-LPS (Figura 2).
Cuando la longitud de cadena del alcanodiol aumentd de cuatro a seis carbonos, la fluorescencia de las fracciones de
lavado con alcanodiol aumentd, mientras que la fluorescencia de las fracciones del eluato disminuyd. Esto demostrd
que los alcanodioles retiraron BODIPY-LPS del complejo de transferrina. Las Figuras 3 y 4 ilustran los efectos de la
estructura de alcanodiol en la retirada de BODIPY-LPS de transferrina y BSA, respectivamente. La eficacia de retirada
de BODIPY-LPS aument6 con la creciente longitud de cadena del alcanodiol y los isémeros de 1,2-alcanodiol fueron
mas eficaces que los alcanodioles terminales retirando el BODIPY-LPS. El 1,2-hexanodiol fue el compuesto ensayado
més eficaz y super6 a los detergentes y alcoholes. El 1,2-butanodiol y 1,6-hexanodiol, asi como isopropanol al 50% y
etanol al 75% redujeron el BODIPY-LPS asociado con transferrina hasta niveles similares. La retirada de BODIPY-
LPS por los alcanodioles fue similar para los complejos tanto de transferrina como de BSA.

La referencia a la Figura 2 ilustra los Perfiles de Elucién de BODIPY- LPS de Complejos de BODIPY-LPS-
Transferrina en SP Sepharose Fast Flow Junto con Lavados con Alcanodiol.

La Figura 3 ilustra la Reduccién de BODIPY-LPS de Complejos de BODIPY-LPS-Transferrina en Eluatos de SP
Sepharose Fast Flow por Alcanodioles. La cromatografia fue como se describe en la Figura 2. La reduccién del cero
por ciento se corresponde a un proceso de control sin un lavado con alcanodiol. 1, 1,2-hexanodiol; 2, Zwittergent
3-14 al 1%; 3, 1,6-hexanodiol; 4, etilenglicol; y 5, 1,4-butanodiol. Se generaron los complejos de BODIPY-LPS-
transferrina, se cargaron en una columna de SP-Sepharose Fast Flow y la resina se lavé con soluciones al 50% de 1,4-
butanodiol, 1,6-hexanodiol o 1,2-hexanodiol. Después de un lavado para retirar el alcanodiol, la transferrina se eluy6
como se ha descrito en los métodos. La limpieza entre procesos fue con NaOH 0,5 N.

La Figura 4 ilustra la reduccién de BODIPY-LPS de complejos de BODIPY-LPS-BSA en eluatos de SP Sepharose
Fast Flow por alcanodioles. La cromatografia fue como se describe en la Figura 2. La reduccién del cero por ciento
se corresponde a un proceso de control sin un lavado con alcanodiol. 1, 1,2-hexanodiol; 2, Zwittergent 3-14 al 1%; 3,
1,2-butanodiol, 4, 1,6-hexanodiol; 5, isopropanol al 50%; 6, etanol al 75%; 7, 1,4-butanodiol; y 8, etilenglicol.

Se observé durante los experimentos con transferrina utilizando 1,2-hexanodiol en el lavado que cuando el pH del
tamp6n de elucion se mantuvo a un pH de 5, incluyendo NaCl 1 M, la transferrina no eluyé de la resina. Se observo
una retencion aumentada de transferrina hasta una concentracion de 1,2-hexanodiol del 10%. A una concentracion de
1,2-hexanodiol del 5%, la retencién de transferrina no estaba alterada. La alteracién en los tiempos de retencion se ha
observado para otras proteinas durante la cromatografia de intercambio i6nico en presencia de polietilenglicol y otros
polimeros neutros (Milby er al., 1989 y Gagnon et al., 1996). Los cambios en los tiempos de retencién de proteina
dependian del tamaiio y la concentracion del polietilenglicol y la propia proteina. Por otro lado, el etilenglicol hasta
una concentraciéon del 40% no produjo tiempos de retencién de proteina (Tauc et al., 1998). Es importante sefialar
que en estos casos, el compuesto en investigacién se incluyd en todos los tampones de cromatografia. Para el 1,2-
hexanodiol, se incluyé solamente en un tampoén de lavado que se retiré después por una etapa de lavado adicional
antes de la elucién de la proteina.

Ya que el 1,2-hexanodiol era el compuesto més eficaz ensayado para retirar BODIPY-LPS tanto de transferrina
como de BSA, se investigé la dependencia de la concentracién del lavado con 1,2-hexanodiol necesaria para afectar
a esta retirada. Se determin la reduccién de BODIPY-LPS en la fraccién del eluato de BSA en SP-Sepharose Fast
Flow después de lavados con 1,2-hexanodiol que contenian 1,2-hexanodiol al 5%, al 20% y al 50%. El lavado con 1,2-
hexanodiol al 5% dio como resultado una disminucién de aproximadamente el 55% en el BODIPY-LPS asociado a
BSA, mientras que la reducciéon de BODIPY-LPS por los lavados con 1,2-hexanodiol al 20% y al 50% era comparable
aproximadamente en el 96%.

Ademads de transferrina y BSA, la retirada de BODIPY-LPS de complejos de lactoferrina por 1,6-hexanodiol tam-
bién se examiné por ensayo de BODIPY fluorescente. Los resultados de los andlisis se confirmaron después mediante
analisis de las muestras para el compuesto marcador de LPS 4cidos grasos 3-OH-14:0 por GC-MS. La Tabla V resume
los datos y demuestra nuevamente la capacidad de un lavado con alcanodiol, en este caso, 1,6-hexanodiol, durante
la cromatografia para reducir los niveles de BODIPY-LPS en el eluato de lactoferrina. Se observé una reduccién de
aproximadamente el 87% de BODIPY-LPS por el ensayo de fluorescencia de BODIPY y una reduccién del 91% en
el marcador de LPS por el ensayo GC-MS.

10
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TABLA V
Perfiles de Elucion de Cromatografia en SPFF de BODIPY-LPS y Complejos de BODIPY-LPS-Lactoferrina

Se generaron complejos de BODIPY-LPS-lactoferrina, se cargaron en una
columna de SP Sepharose Fast Flow. Para procesos que incluyeron una
solucion al 50% de 1,6-hexanodiol, se incluyé un lavado para retirar el 1,6-
hexanodiol antes de la elucion de lactoferrina como se describe en los
meétodos. Las fracciones de columna se ensayaron para BODIPY y acidos
grasos 3-OH-14:0, como se describe en los métodos.

BODIPY-LPS (% de recuperacion)

Muestra Ensayo GCMS/Ensayo con BODIPY de Fluorescencia
Carga Lavado no unido  Lavado con Diol Eluato

BODIPY-LPS 100 (GCMS) 94 'N/A 5

(ningun lavado 100 (fluor) 89 N/A 7

con diol)

BODIPY-LPS- 100 62 N/A 48

Lactoferrina

(ningun iavado 100 60 N/ 46

con diol)

BODIPY-LPS- 100 63 ’N/D 4

Lactoferrina

(+lavado con 100 66 26 6

diol)

'N/A = No aplicable.
°N/D — No se podria determinar por GCMS

Durante los procesos cromatograficos se observé un aumento en la presién de retorno de sistema cuando se aplica-
ron los lavados con alcanodiol. Se midié6 la viscosidad de cada solucién orgdnica y la solucién Zwittergent, preparadas
en Acetato 100 mM, pH 4,5 (Figura 5). La viscosidad de los alcanodioles se aumenté con la longitud de la cadena
de carbono mientras que la viscosidad de los isémeros de 1,2-alcanodiol era ligeramente inferior que los isomeros de
alcanodiol terminales. La viscosidad aumentada de las soluciones de alcanodiol puede presentar algunas dificultades
en el cambio de escala. Los caudales de columna se tienen que ajustar para mantener una presion de sistema adecua-
da para el equipamiento que se estd usando. La capacidad de usar concentraciones inferiores de los alcanodioles para
retirar LPS de los complejos de proteina-LPS aliviarfa parcialmente este problema. Por ejemplo, lavados con 1,2-hexa-
nodiol al 20% y al 50% reducen de forma eficaz el BODIPY-LPS hasta aproximadamente los mismos niveles para los
complejos de BSA como se ha indicado anteriormente. La viscosidad de 1,2-hexanodiol al 20% es aproximadamente
un tercio de la del hexanodiol al 50%, 2,6 Cp en comparacién con 7,5 Cp.

Reduccion de LPS de Complejos de LPS-Proteinas por Alcanodioles durante Cromatografia en Q Sepharose Fast
Flow

La retirada de LPS de complejos de LPS- proteina es mds compleja en resinas de intercambio aniénico, espe-
cialmente para proteinas basicas. Durante la cromatografia de intercambio catiénico, el LPS, estando cargado nega-
tivamente, no se atrae al grupo funcional de la resina y se elimina por lavado de la columna durante el lavado con
alcanodiol mientras que la proteina permanece unida en las condiciones de lavabo. Durante la cromatografia de in-
tercambio aniénico, el LPS y la proteina se retienen ambos por los grupos funcionales de la resina. Por lo tanto, se
necesita alterar los complejos y tiene que tener lugar una elucién diferencial de la proteina y el LPS.

11
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Se investigé la capacidad de 1,6-hexanodiol y 1,2-hexanodiol de reducir los niveles de BODIPY-LPS de los com-
plejos de BSA-LPS durante la cromatografia de intercambio aniénico en resina Q Sepharose Fast Flow. Los dos
isémeros, 1,2- y 1,6- de hexanodiol se seleccionaron ya que los mismos eran los compuestos mds eficaces reduciendo
los niveles de BODIPY-LPS de complejos con proteina durante la cromatografia de intercambio catidnico.

Laelucién de 1a BSA de la resina de intercambio aniénico después de la aplicacién de un lavado con 1,2-hexanodiol
se alter6 como se observé para la transferrina en la resina de intercambio catiénico. El aumento de la concentracién
de sales del tamp6n de elucidn para afectar a la elucion de la BSA después del lavado con 1,2-hexanodiol dio como
resultado la co-elucion de BODIPY-LPS libre con la BSA. Se seleccion6 un esquema de elucién alternativo basandose
en el pH. Después de que hubiera finalizado el lavado con 1,2-hexanodiol y hubiera tenido lugar una eliminacién por
lavado del 1,2-hexanodiol, la BSA se eluyé a pH 4,5. A esto sigui6 una separacion de la resina, que rescaté el BODIPY-
LPS remanente, con un tampén de pH 4,5 que contenia NaCl 1 M. La Tabla VI resume el efecto de 1,2-hexanodiol en
la retirada de BODIPY-LPS de complejos de BODIPY-LPS-BSA. La inclusién del lavado con 1,2-hexanodiol redujo
el BODIPY-LPS del eluato de BSA aproximadamente el 29% con una elucién aparente del BODIPY-LPS desplazado
a las fracciones de lavado con 1,2-hexanodiol.

TABLA VI
Los Perfiles de Elucion en QFF de BODIPY-LPS y Complejos de BODIPY-LPS-BSA

BODIPY-LPS y complejo de BODIPY-LPS-BSA se cromatografiaron en
Q Sepharose Fast Flow. Las fracciones de columna se analizaron para
BODIPY- LPS por el ensayo de BODIPY como se describe en los

métodos.
BODIPY-LPS (% de
recuperacion)
Muestra Carga Lavadono Lavado Eluato Separado

unido con Diol
BODIPY-LPS 100 1 NA 0 42
(ningun lavado
con diol)
BODIPY-LPS- 100 7 NA 17 52
BSA
(ningtin lavado
con diol)
BODIPY-LPS- 100 2 12 5 45
BSA
(+lavado con
diol)

'NA - No aplicable.

Efecto de Alcanodiol sobre Actividad Enzimdtica

Se us6 la lisozima para determinar el efecto de los agentes de lavado sobre la actividad enzimaética y, por lo tanto,
indirectamente, los efectos desnaturalizantes de los agentes de lavado durante la cromatografia con SP Sepharose Fast
Flow. La lisozima se cromatografié con y sin un lavado con 1,6-hexanodiol al 50% de 6 VC o un lavado con 1,2-
hexanodiol y las cargas y los eluatos de la columna se ensayaron para actividad de lisozima usando un ensayo de
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actividad de lisozima con microplaca de fluorescencia. Los lavados con hexanodiol no tuvieron efectos perjudiciales
sobre la actividad de lisozima. Los lavados con etanol al 75%, isopropanol al 50% y Zwittergent 3-14 al 1% tampoco
tuvieron ningun efecto sobre la actividad de lisozima.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para retirar una endotoxina de proteinas producidas de forma recombinante que comprenden un
complejo de Lipopolisacdrido (LPS)-proteina que comprende las etapas de:

inmovilizar el complejo en una resina cromatografica;
lavar la resina con un alcanodiol por lo que al menos una porcién del LPS se separa del complejo; y
eluir al menos una porcion de la proteina de la resina.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en el que el alcanodiol se selecciona del grupo que consiste en 1,5-pentanodiol,
1,6-hexanodiol, 1,2-hexanodiol, 1,2-butanodiol, 1,4-butanodiol y 1,7-heptanodiol.

3. El proceso de la reivindicacién 1, en el que la resina se selecciona del grupo que consiste en una resina de
intercambio catidénico y una resina de intercambio aniénico.

4. El proceso de la reivindicacién 1, en el que la proteina se selecciona del grupo que consiste en albimina bovina
(BSA), holo-transferrina bovina, lactoferrina, lisozima y proteinas de choque térmico.

5. El proceso de la reivindicacién 1, en el que la proteina estd fijada a la resina.
6. El proceso de la reivindicacion 1, en el que el LPS est4 fijado a la resina.

7. El proceso de la reivindicacién 1, en el que mas de aproximadamente el 95% de la proteina eluida de la resina
carece de LPS u otra endotoxina.

8. El proceso de reivindicacién 7, en el que se usa un cambio en pH o conductividad para eluir la proteina de la
resina.

9. El proceso de la reivindicacion 1, en el que la proteina se produce por un sistema de expresion bacteriano.

10. El proceso de reivindicacion 9, en el que el sistema de expresion bacteriano se selecciona del grupo que consiste
en un sistema de expresion de E. coli, un sistema de expresion Caulobacter crescent y un sistema de expresion de
Proteus mirabilis.

11. El proceso de la reivindicacién 1, en el que la resina estd en un entorno altamente salino.

12. El proceso de la reivindicacién 11, en el que el alcanodiol es 1,2-hexanodiol.

13. El proceso de la reivindicacién 12, en el que la proteina se eluye cambiando el pH.

14. Un proceso para separar una endotoxina de una proteina que comprende las etapas de fijar la proteina a una
resina y lavar la resina con un alcanodiol por lo que se separa al menos una porcion de la endotoxina.

15. El proceso de la reivindicacién 14, en el que la endotoxina es una impureza creada por la produccién de la
proteina.

16. El proceso de la reivindicacién 14, en el que se separa mas del 99,9% de la endotoxina de la proteina.

17. Un proceso para retirar una endotoxina de proteinas producidas de forma recombinante que comprende un
complejo de Lipopolisacédrido (LPS)-proteina que comprende las etapas de:

fijar el LPS del complejo a una resina cromatografica de intercambio aniénico;
lavar la resina con un alcanodiol por lo que al menos una porcién del LPS se separa del complejo; y

eluir al menos una porcién de la proteina de la resina.
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Figura 1a
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Figura 2
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Figura 4

1007

{efejusniod} ojeniy us A4IOY Sp uoisonpey

19



ES 2323 642 T3

Figura 6
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