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RESUMO

"PROCESSO PARA A PURIFICACAO DE ALFA 1-ANTITRIPSINA

RECOMBINANTE ENVOLVENDO UM PASSO DE CROMATOGRAFIA DE
PERMUTA ANIONICA"

A presente invencdo refere-se a um método para obter alfa
l-antitripsina recombinante (rAAT) altamente purificada
utilizando cromatografia de permuta anidnica, em que uma
composicdo compreendendo rAAT e pelo menos uma impureza,
originédria da cultura de células utilizadas para a geracéao
de rAAT, ¢é carregada numa coluna contendo material de
permuta anidénica e a cromatografia de permuta anidnica é
realizada com tampdes contendo ides fosfato e N-

acetilcisteina.
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DESCRICAO
"PROCESSO PARA A PURIFICACAO DE ALFA 1-ANTITRIPSINA
RECOMBINANTE ENVOLVENDO UM PASSO DE CROMATOGRAFIA DE
PERMUTA ANIONICA"

DOMINIO DA INVENCAO
A presente invencdo refere-se a um método para obter alfa 1
antitripsina recombinante (rAAT) altamente purificada
utilizando cromatografia de permuta anidnica, em que uma
composicdo compreendendo rAAT e pelo menos uma impureza,
originédria da cultura de células utilizadas para a geracdo
de <rAAT, ¢é carregada numa coluna contendo material de
permuta anidénica e a cromatografia de permuta anidnica é
realizada com tampdes contendo ides fosfato e N-

acetilcisteina (NAC).

ANTECEDENTES DA INVENCAO
A cromatografia por deslocamento foi desenvolvida em meados
do século XX principalmente para a separacdo de ides
metadlicos anorgdnicos ou elementos de terras raras,
substdncias orgénicas, e mais tarde também para pequenas
biomoléculas, como antibidéticos, aminoédcidos e péptidos. No
inicio dos anos 80, este tipo de cromatografia comecou a
ser aplicado para a separacdo de proteinas. A teoria e
exemplos praticos estdo resumidos em varios artigos de
revisdo, como Katti et al. 1992 (Katti A.M., Guichon G. A.
"Fundamentals in Nonlinear Chromatography: Prediction of
experimental Profiles" em "Advances 1in Chromatography"”
(J.C. Gidding, E. Grushka, P.R. Brown, editores) Volume 31,
padginas 1 - 118, 1992), Shukla et al. 2000 (Shukla A. A.,
Cramer S. M. "Bioseparation by Displacement Chromatography"

em "Handbook of Bioseparations" (Ajuha S. editor) Volume 2,



paginas 379 - 415, Academic Press 2000) ou Karlsson et al.
2000 (Karlsson E., Rydén L., Brewer J. "Ion Exchange
Chromatography" em "Protein Purification"™ (Janson J-Ch.,

Rydén L. editores) segunda edicdo, paginas 154 - 206, Wiley
- Liss 1998).

Em cromatografia existem diferentes modos de eluicédo,
incluindo eluicdo isocréatica, eluicdo com gradiente e
deslocamento. Em cromatografia por deslocamento, a coluna é
eluida com uma substédncia, o deslocador (habitualmente de
baixo peso molecular), com elevada afinidade para o
adsorvente (resina), ao passo que outras substéncias (por
exemplo, produto e impurezas) se movem a mesma velocidade
através da coluna a frente do deslocador, formando =zonas
retangulares que se seguem umas as outras num comboio. Um
modo alternativo de cromatografia por deslocamento também é
denominado cromatografia por deslocamento da amostra
(Veeraragavan K., Bernier A., Braendli E. 1991, "Sample
displacement mode chromatography: purification of proteins
by use of a high-performance anion-exchange column", J.

Chromatogr. Volume 541: 207 - 220)).

Em todas as versbdes de cromatografia sdo comuns efeitos nédo

lineares. Estes sdo vistos como tempos de retencédo
dependentes da concentracdo e picos assimétricos (por
exemplo, assimetria da cauda ou frontal). Picos

assimétricos também podem resultar de algumas causas
diferentes, isto é, grandes volumes extracoluna. Em muitas
aplicacdes, os efeitos ndo lineares sdo desvantajosos, pois
diminuem a resolucdo dos picos e perturbam a avaliacédo
quantitativa. No entanto, em cromatografia preparativa, uma
sobrecarga pesada ¢é empregue para aumentar o débito do

material, conduzindo a efeitos ndo lineares predominantes.



Um manual extenso sobre cromatografia ndo linear foi
publicado por G. Guiochon, S. Golshan Shirazi e A. M.
Katti, "Fundamentals of Preparative and Non-linear

Chromatography", Academic Press, Inc. Boston (1994).

A alfa 1 antitripsina (AAT) destina-se a ser utilizada para
pacientes que sofrem de deficiéncia genética de alfa 1
antitripsina, que pode causar doenca pulmonar grave
(conhecida como enfisema hereditédrio). Presentemente, o
tnico tratamento com féarmacos disponivel ¢é uma infusédo
semanal de AAT derivada de plasma, o gue requer grandes
doses para se obterem quantidades terapéuticas da proteina
no pulmido, onde é& mais necesséria. Foi desenvolvida uma AAT
recombinante (rAAT) que é produzida na levedura de padeiro
Saccharomyces cerevisia, sem adicdo de quaisquer matérias-
primas derivadas de humanos ou animais no processo de
fermentacdo, durante a purificacdo, e na formulacdo final.
A rAAT destina-se a ser distribuida no pulmdo dos pacientes
utilizando um nebulizador. Para evitar reacdes
imunogénicas, em particular contra quantidades residuais
das proteinas das células hospedeiras de levedura, &
necessario um produto de rAAT de elevada pureza,

especialmente em combinacdo com doses elevadas.

Assim, hé& uma necessidade forte de um método fidvel para se
obter rAAT altamente purificada. A presente invencdo cumpre

estas e outras necessidades.

RESUMO DA INVENQAO
Em consequéncia, um objetivo da presente invencdo consiste
em proporcionar um novo método para se obter rAAT altamente

purificada através de cromatografia de permuta anidnica.



Uma forma de realizacdo da invencdo proporciona métodos
para se obter alfa l-antitripsina recombinante (rAAT)
altamente purificada a partir de uma composicéao
compreendendo a rAAT e pelo menos uma impureza originaria
da cultura de células utilizadas para gerar rAAT. Os

métodos compreendem:

(1) carregar uma composicdo compreendendo rAAT e pelo menos
uma impureza numa coluna compreendendo um material de
permuta anidnica;

(ii) lavar o material de permuta anidnica utilizando um
tampdo A compreendendo cerca de 1 até cerca de 80 mM ides
fosfato e cerca de 0,1 até cerca de 50 mM N acetilcisteina
(NAC) ;

(1i1i) eluir a rAAT do material de permuta anidnica
utilizando um gradiente comecando com uma composicdo de
tampdo compreendendo 100% (v/v) de tampdo A e terminando
com uma composicdo de tampdo compreendendo 100% (v/v) de
tampdo B em cerca de 5 até cerca de 100 volumes da coluna
(VC), em que o tampdo B compreende cerca de 50 até cerca de
1000 mM ides fosfato e cerca de 0,1 até cerca de 50 mM NAC,
desse modo gerando um eluente compreendendo fracdes
contendo rAAT purificada; e

(iv) reunir a fracdes contendo a rAAT purificada.

Nalgumas formas de realizacdo, a pelo menos uma impureza &
uma impureza origindria de células utilizadas para gerar
rAAT. Nalgumas formas de realizacdo, a pelo menos uma
impureza é uma proteina de células de levedura. Nalgumas
formas de realizacéo, a pelo menos uma impureza é
selecionada de: proteina de choque térmico de 12 kDa,
YOLO9wp, di-hidroliponamida desidrogenase, ribose 5-fosfato

isomerase, fragmentos de rAAT, cistationina gama-liase,



glucoquinase, O-acetil-homosserina sulfidrilase, dimero de
rAAT, argininossuccinato liase, 2-hidroxiéacido
desidrogenase, hexoquinase A. Nalgumas formas de
realizacdo, o material de permuta anidénica é selecionado do
grupo gque consiste em Q Sefarose HP, Cellufine Q, SourceQ,
Fractogel EMD DEAE e Toyopearl OQAE. Nalgumas formas de
realizacdo, o tampdo A tem um pH de cerca de 6 até cerca de
9 e o tampdo B tem um pH de cerca de 6 até cerca de 9.
Nalgumas formas de realizacdo, o tampdo A e o tampdo B tém
o mesmo pH. Nalgumas formas de realizacdo, o passo (i)
compreende carregar na coluna cerca de 2 até 50 mg / rAAT
por mL de material de permuta anidnica. Nalgumas formas de
realizacdo, o passo (iii) compreende eluir a rAAT do
material de permuta anidnica utilizando um gradiente de uma
composicdo de tampdo compreendendo 100% (v/v) de tampdo A
até uma composicdo de tampdo compreendendo 100% (v/v) de
tampdo B em cerca de 30 VC. Nalgumas formas de realizacéo,
o ponto de partida para a reunido no passo (iv) é
determinado por absorgcdo de UV do eluente a um comprimento
de onda situado no intervalo de 340 nm até 430 nm, e o©
ponto final para a reunido é determinado por absorcdo de UV
do eluente a 280 nm. Nalgumas formas de realizacdo, o
método de acordo com a reivindicacdo 10, em que a reuniédo
da fracdo de rAAT comeca quando a absorcdo de UV a 395 nm
do pico estreito gue imediatamente precede o pico principal
de rAAT diminuiu para menos de 10% da absorvancia maxima e
em gque a reunido da fracdo de rAAT é terminada gquando a
absorcdo de UV a 280 nm diminuiu para 40% da absorcdo de UV

monitorizada no inicio da reunido.

Nalgumas formas de realizacéo,
0 passo (1) compreende carregar cerca de 10 até 30 mg /

rAAT por mL de resina numa coluna com um didmetro de cerca



de 80 até 120 cm e compreendendo Q Sefarose HP com média de
34 uym possuindo uma altura do leito de 24 = 2 cm e um
empacotamento > 5000 placas/metro;

o passo (ii) compreende lavar o material de permuta
anidénica com um tampdo A compreendendo 30 mM fosfato de
sédio e 3 mM N acetilcisteina (NAC) a um pH de 7,7; e

o0 passo (iii) compreende eluir a rAAT do material de
permuta anidnica utilizando um gradiente linear, comecando
com uma composicdo de tampdo compreendendo 100% (v/v) de
tampdo A e terminando com uma composicdo de tampédo
compreendendo 50% (v/v) de tampdo A e 50% (v/v) de tampdo
B, em que o tampdo B compreende 150 mM fosfato de sddio e 3
mM NAC a um pH de 7,7; e

o0 passo (iv) compreende reunir as fracgdes contendo a rAAT
purificada, em gue a reunido da rAAT comeca quando a
absorcdo de UV a 395 nm do pico estreito gque imediatamente
precede o pico principal de rAAT diminuiu para menos de 10%
da absorvadncia méxima, e a reunido da rAAT ¢é terminada
quando a absorcdo de UV a 280 nm diminuiu para 40% da

absorcdo de UV monitorizada no inicio da reuniéo.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS
A Figura 1 mostra o cromatograma da ronda de purificacédo de
acordo com o Exemplo 1. Estd representado o cromatograma da
lavagem e fase de eluicdo com gradiente. O sinal de
absorcdo de UV a 280 nm estd apresentado como uma linha
continua, o sinal a 395 nm estd apresentado como uma linha
tracejada e o sinal da condutividade estd apresentado como
uma linha ponteada. As bordas da reunido principal de QHP
(E2) estdo indicadas por duas linhas pretas verticais. Por
motivos técnicos, o sinal a 280 nm foil cerca de 7 vezes
menor do que o esperado. O eixo vertical esquerdo (y)

mostra a absorcdo de UV em unidades de miliabsorcdo (mAU a



280 nm), o eixo vertical direito (y) mostra a condutividade
em mS/cm e o eixo horizontal (x) mostra o volume bombeado

(mL) .

A Figura 2 mostra a anadlise de SDS-PAGE de amostras da
ronda de purificacdo em QHP de acordo com o Exemplo 1.
Vadrias fracdes de uma ronda de purificacdo em QHP sé&o
analisadas por SDS-PAGE num gel 12%. 0Os polipéptidos
separados sdo visualizados por coloracdo com prata. O
produto principal de rAAT é a Reunido E2, ao passo que a
Reunido E1 representa a rAAT residual na parte ascendente
do pico e a Reunido E3 representa a rAAT residual na parte
descendente do pico. Aproximadamente 4,5 pg de rAAT sé&o
carregados para as amostras E2 e E3. Via 1: carga, Via 2:
fluxo, Via 3: lavagem, Via 4: Reunido El1, Via 5: Reuniédo

E2, Via 6: Reunido E2 (reunida de novo), Via 7: Reunido E3,

Via 8: Reunido E4, Via 9: Tira 1. Pd.: Padrdo de massas
moleculares Precision Plus Dual Color (Biorad
Laboratories).

A Figura 3 mostra o cromatograma da ronda de purificacédo de
acordo com o Exemplo 2. Estd representado o cromatograma da
lavagem e fase de eluicdo com gradiente. O sinal de
absorcdo de UV a 280 nm estd apresentado como uma linha
continua, o sinal a 395 nm estd apresentado como uma linha
tracejada e o sinal da condutividade estéd apresentado como
uma linha ponteada. As bordas da reunido principal de QHP
(E2) estdo indicadas por duas linhas pretas verticais. O
eixo vertical esquerdo (y) mostra a absorcdo de UV em
unidades de miliabsorcido (mAU a 280 nm), o eixo vertical
direito (y) mostra a condutividade em mS/cm e o eixo

horizontal (x) mostra o volume bombeado (mL).



A Figura 4 mostra a anadlise de SDS-PAGE de amostras da
ronda de purificacdo em QHP de acordo com o Exemplo 2.
Vadrias fracdes de uma ronda de purificacdo em QHP sé&o
analisadas por SDS-PAGE num gel 12%. 0Os polipéptidos
separados sdo visualizados por coloracdo com prata. O
produto principal de rAAT é a Reunido E2, ao passo que a
Reunido E1 representa a rAAT residual na parte ascendente
do pico e a Reunido E3 representa a rAAT residual na parte
descendente do pico. Aproximadamente 4,5 pg de rAAT séo
carregados para as amostras E2 e E3. Via 1: carga, Via 2:
fluxo, Via 3: lavagem, Via 4: Reunido El1, Via 5: Reuniéo
E2, Via 6: Reunido E3, Via 7: E4, Via 8: Tira 1, Via 9:
Tira 2. Pd.: Padrdo de massas moleculares Precision Plus

Dual Color (Biorad Laboratories).

A Figura 5 mostra a Coloracdo "Western" Anti-Proteinas de
Células de Levedura de reunides de rAAT em QHP (E2). As
reunides de rAAT em QHP E2 (reunides do produto principal)
sdo analisadas por SDS-PAGE num gel 12% carregando
aproximadamente 12,5 upg de rAAT por via. Os polipéptidos
separados sdo visualizados ©pela Técnica de Coloracéo
"Western" utilizando Imunoglobulinas de cabra anti-
proteinas de células de levedura para a reacdo de detecéo
primadria. A banda escura a cerca de 50 kDa representa
Hexoquinase A de Levedura. Pd: padrdo de massas moleculares
pré-corado "Precision Plus Dual Color" (Biorad
Laboratories). As fracdes utilizadas para a reunido estéo
indicadas entre parénteses quando foi gerada mais do que
uma reunido. Via 1: RS-002 (controlo), Via 2: Exemplo 2 -
Reunido 2, Via 9: Exemplo 1 - Reunido E2 (C4-D4), Via 10:
Exemplo 1 - Reunido E2 (C3-D3).



DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

I. Introducgéao

A presente invencdo refere-se a um método para obter alfa
l-antitripsina recombinante (rAAT) altamente purificada
através de uma cromatografia de permuta anidnica, por
exemplo, utilizando Q Sefarose HP como material de permuta
anidénica, em que (i) uma composicdo compreendendo rAAT e
pelo menos uma impureza, origindria da cultura de células
utilizadas para gerar rAAT, ¢é carregada numa coluna
contendo um material de permuta anidnica, (ii) o material
de permuta anidénica ¢é lavado wutilizando um tampdo A
contendo ides fosfato e N acetilcisteina e (iii) a rAAT é
eluida do material de permuta anidénica utilizando um
gradiente de tampdes A e B, ambos contendo ides fosfato e
N-acetilcisteina (NAC). De acordo com o método da presente
invencdo, as impurezas podem ser impurezas de células
hospedeiras ou, mais especificamente, podem ser impurezas

de proteinas de células de levedura (PCL).

Agqui, a expressdo "rAAT altamente purificada" significa,
por exemplo, uma pureza da rAAT maior do que 99% p/p do
total de proteinas. O teor da pelo menos uma impureza &,
por exemplo, menor do que 1%, preferivelmente menor do que
0,5%. 0Os valores percentuais das impurezas referem-se a
peso/peso de produto, isto ¢, rAAT, e podem ser medidos,
por exemplo, por HPLC ou pela determinacdo do antigénio da
rAAT ou antigénio de proteinas de impurezas por ELISA. A
presente invencédo, empregando a eluicdo com um gradiente de
fosfato, proporciona um método para reduzir o teor da pelo
menos uma impureza para cerca de 50% ou menos em comparacéo
com uma eluicdo com um gradiente de um ou mais sais
diferentes de fosfato, preferivelmente para cerca de 40% ou

menos, muito preferivelmente para cerca de 30% ou menos,
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ainda mais preferivelmente para cerca de 20% ou menos, e
muito preferivelmente para cerca de 10% ou menos. Por
exemplo, O teor de uma combinacdo de proteinas de células
de levedura pode ser reduzido para cerca de 50% ou menos,
preferivelmente para cerca de 40% ou menos, muito
preferivelmente para cerca de 30% ou menos, ainda mais
preferivelmente para cerca de 20% ou menos, € muito
preferivelmente para cerca de 10% ou menos, em comparacdo
com a eluicdo com um gradiente de NaCl num tampdo Tris. O
teor da combinacdo de proteinas de células de levedura pode
ser determinado, por exemplo, utilizando a combinacéo
respetiva de imunoglobulinas num ensaio ELISA (ver, por
exemplo, o Exemplo 2). A atividade de hexogquinase de
levedura pode ser reduzida pelo método de acordo com a
invencdo para menos de 50%, preferivelmente para cerca de
40% ou menos, muito preferivelmente para cerca de 30% ou
menos, ainda mais preferivelmente para cerca de 20% ou
menos, e muito preferivelmente para cerca de 15% ou menos,
em comparacdo com uma eluicdo com um gradiente de NaCl num
tampédo Tris. A atividade de hexoguinase pode ser
determinada, por exemplo, por um ensaio de atividade
enzimdtica como descrito, por exemplo, no Exemplo 2. As
quantidades comparativas das impurezas apresentadas acima
referem-se a quantidades medidas pelo mesmo método. Por
exemplo, se o teor de uma impureza de uma preparacdo de
rAAT purificada por uma eluic¢do utilizando um gradiente de
um ou mais sais diferentes de fosfato for determinado por
HPLC, a respetiva quantidade reduzida dessa impureza numa
preparacdo purificada pelo método da presente invencéo
também é medida por HPLC. No entanto, isto refere-se apenas
a comparacdo de um Unico paradmetro. Diferentes parametros
podem ser comparados mesmo se medidos por métodos

diferentes, como, por exemplo, a quantidade de PCL (medida
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por ELISA) relativamente a guantidade de rAAT (medida por
HPLC), ver a Tabela 2.

De acordo com a presente invencdo, o termo "alfa 1-
antitripsina recombinante" (rAAT) ndo estd sujeito a
nenhuma restricdo especifica e pode incluir qualgquer rAAT
obtida wvia wuma tecnologia de DNA recombinante, ou seu

derivado biologicamente ativo.

Como usado aqui, o termo "derivado biologicamente ativo"
inclui qualquer derivado de uma proteina, complexo proteico
ou polipéptido possuindo substancialmente as mesmas
propriedades funcionais e/ou bioldégicas da rAAT, como as
propriedades de ligacdo, e/ou a mesma base estrutural, como
cadeia principal peptidica. Pequenas delecdes, adicgdes e/ou
substituicdes de aminocdcidos da sequéncia polipeptidica da
rAAT qgue ndo alterem a atividade bioldgica do referido
polipéptido também estdo incluidas na presente aplicacéo

como derivados biologicamente ativos.

A rAAT de acordo com a presente invencdo pode ser derivada
de qualguer vertebrado, por exemplo, um mamifero. Num
exemplo especifico da presente invencdo, a rAAT & rAAT

humana.

A rAAT de acordo com a presente invencdo pode ser produzida
por qualgquer método conhecido na é&rea. Isto pode incluir
qualquer método conhecido na &area para (i) a producdo de
DNA recombinante por engenharia genética, por exemplo, via
transcricdo reversa de RNA e/ou amplificacdo de DNA, (ii) a
introducdo de DNA recombinante em células procaridticas ou
eucaridticas por transfecdo, por exemplo, via eletroporacdo

ou microinjecéao, (11i1) a culturas dessas células
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transformadas, por exemplo, de um modo continuo ou
descontinuo, (iv) a expressdo da rAAT, por exemplo,
constitutiva ou por inducéo, e (v) 0o 1solamento da

proteina, por exemplo, a partir do meio de cultura ou
recolhendo as células transformadas, para se obter rAAT em
bruto. Adicionalmente, o DNA recombinante que codifica a
rAAT, por exemplo, um plasmideo, também pode conter uma
sequéncia de DNA que codifica um marcador selecionavel para
selecionar as células que foram transfetadas com éxito com
o DNA recombinante. Num exemplo especifico da presente
invencdo, as células utilizadas como células hospedeiras

para a producdo de rAAT s&do células de levedura.

De acordo com um exemplo da presente invencdo, rAAT em
bruto é obtida de células cultivadas recolhidas de acordo
com qualquer método conhecido na A&rea, por exemplo,
aplicando 08 Ppassos de destruicéo de células por
homogeneizacédo a alta presséo, clarificacéo por
microfiltracdo e um passo de captura cromatografica (por

exemplo, em Q Sefarose XL).

De acordo com outro exemplo da presente invencdo, rAAT em
bruto pode ser adicionalmente purificada (pré-purificada)
utilizando qualquer método de purificacdo conhecido na
drea, por exemplo, por cromatografia de afinidade com
quelato metédlico, como Sefarose Fast Flow com quelacdo de
cobre (IMAC), opcionalmente seguido de um ou mais passos
selecionados do grupo que consiste nos passos de
cromatografia negativa em resina de Boronato de Fenilo
Prosep (PB), concentracdo por ultrafiltracdo e permuta de

tampdo por diafiltracéo.
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De acordo com um exemplo da presente invencdo, a pré-

purificacédo é realizada de acordo com 0s passos seguintes:

1. Captura de rAAT - Cromatografia de Permuta Anidnica

(Resina Q-Sefarose XL)

A  funcdo deste passo do processo ¢é proporcionar uma
purificacdo grosseira e concentracdo do extrato diluido e
clarificado. Apds equilibracdo da resina, o extrato
clarificado e diluido contendo o produto ¢é carregado na
coluna, que ¢é equipada com dois conjuntos de filtros de
guarda operados em série. Um passo de lavagem com um tampéao
contendo cerca de 70 mM NaCl remove parte das impurezas das
células hospedeiras. Em seguida, o produto ¢é eluido

utilizando um tampédo contendo aproximadamente 160 mM NaCl.

2. Cromatografia de Afinidade em Metal Imobilizado (Resina

Sefarose Fast Flow de Quelagédo)

A funcdo deste passo do processo ¢é proporcionar uma
purificacdo primaria da reunido da coluna de Captura. A
coluna ¢é 9operada num modo de pseudoafinidade: s&do
selecionadas condic¢cdes cromatograficas que permitem a
ligacdo preferencial de AAT soluvel aos ides Cu’’ quelados
ligados a matriz da resina. Apds carga e condicionamento da
coluna com ides cobre e imidazolo, o produto contido na
reunido de captura é tratado com NaCl e é subsequentemente
carregado na coluna. As impurezas de células hospedeiras
ligadas sé&do removidas da coluna aplicando uma série de dois
passos de lavagem utilizando tampdes contendo 300 mM NaCl e
300 mM NaCl mais 6,5 mM imidazolo, respetivamente. O
produto é eluido da resina com um tampdo contendo 20 mM

imidazolo.

3. Cromatografia "Flow-Through" com Boronato de Fenilo
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A funcdo primadria deste passo do processo & separar
contaminantes proteicos glicosilados de células
hospedeiras. A coluna é operada num modo "cromatografico
negativo": as impurezas de células hospedeiras sé&o
removidas por retencéo cromatografica via interacéo
seletiva com a matriz da resina, ao passo que a rAAT flui
através da coluna durante o passo de carga. A coluna ¢é
equilibrada e a reunido de IMAC contendo o produto ¢é
bombeada através da coluna apds ajustamento da concentracéo
de NaCl para 1,2 M utilizando uma solucgdo-mde. O produto
estd contido na fracdo efluente da coluna, as impurezas de
células hospedeiras ligadas a resina sdo eluidas por um

passo de lavagem e remocdo.

4. Ultrafiltracdo/Diafiltracdo da Reunido com Boronato de

Fenilo

A finalidade deste passo ¢ a) concentrar a reunido e b)
preparar o concentrado para carga no passo de cromatografia
com Q-Sefarose HP efetuando uma permuta de tampdo. O
sistema de Ultra/diafiltracdo é operado com uma membrana de
10 K. Apds a permuta de tampdo por diafiltracdo, o produto

concentrado estd contido na fracdo retida.

O termo "pré-purificado", como usado aqui, inclui todas as
formas de rAAT que foram tratadas de modo a reduzir
impurezas. Este tratamento pode consistir, por exemplo, em
eletroforese em gel, cromatografia, filtracdo em gel,
centrifugacdo, filtracdo, precipitacdo, cristalizacdo ou
qualguer outro método conhecido na 4&area para reduzir

impurezas.

0O termo "impureza", como usado aqui, inclui qualqgquer

impureza originadria da producgdo da rAAT e pode incluir, por
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exemplo, impurezas proteicas de células Thospedeiras,
impurezas polipeptidicas, impurezas de &cidos nucleicos,
impurezas de tampdes e sais, impurezas origindrias do meio
de cultura de células, impurezas relacionadas com ©
produto, como dimeros ou fragmentos, e combinacdes dessas.
Num exemplo especifico da presente invengdo, a pelo menos
uma impureza do método como definido acima é uma impureza
de proteinas de células de levedura (PCL). Noutro exemplo
da presente invencédo, a pelo menos uma impureza do método
como definido acima é selecionada do grupo que consiste em
proteina de choque térmico de 12 kDa, YOLO9wp, di-
hidroliponamida desidrogenase, ribose b-fosfato isomerase,
fragmentos de rAAT, cistationina gama-liase, glucoquinase,
O-acetil-homosserina sulfidrilase, dimero de rAAT e
argininossuccinato liase, 2-hidroxidcido desidrogenase,
hexoquinase A. Ainda noutro exemplo, a pelo menos uma
impureza pode ser uma combinacdo de proteinas de células de
levedura que pode ser determinada, por exemplo, pela
respetiva combinacdo de imunoglobulinas num ensaio ELISA
(ver, por exemplo, o ensaio ELISA descrito no Exemplo 2
utilizando uma combinacdo de imunoglobulinas policlonais).
O teor de uma impureza ¢é habitualmente apresentado em
peso/peso de produto ou peso/Unidade de produto. Se forem
apresentados valores percentuais, habitualmente referem-se

a peso de impureza por peso de produto.

0O material da cromatografia de permuta anidnica (também
denominado "resina") utilizado no método da presente
invencdo ndo estd sujeito a nenhuma restricdo especifica,
desde que as impurezas acima definidas sejam removidas para
se obter rAAT altamente purificada. De acordo com a
presente invencdo, a resina inclui qualquer material

adequado para cromatografia de permuta anidbnica e &, por
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exemplo, um material para cromatografia a base de agarose.
Num exemplo especifico da presente invencdo, o material de
permuta anidnica ¢é Sefarose, que se Dbaseia em agarose
modificada, cujas cadeias polissacaridicas estédo
reticuladas para formar uma rede tridimensional. Num
exemplo preferido da presente invencdo, o material de
permuta anidnica & Q Sefarose HP, disponivel no mercado. No
entanto, de acordo com outro exemplo da presente invencédo,
a matriz de resina de permuta anidnica é selecionada do
grupo qgue consiste em poliestireno/divinilbenzeno (por
exemplo, disponibilizado pela GE Healthcare, anteriormente
Amersham Bioscience), polimeros do tipo metacrilato (por
exemplo, disponibilizados pela Tosohaas, Biorad, Merck),
Celulose (por exemplo, disponibilizada pela Millipore) e
copolimeros acrilicos (por exemplo, disponibilizados pela
PALL). Além disso, as resinas adequadas na purificacdo de
rAAT de acordo com a presente invencéao nao estdo
restringidas considerando os seus ligandos, e podem conter
qualguer ligando de permuta anidnica conhecido na &rea. No
entanto, de acordo com um exemplo da presente invencdo, o0s
ligandos podem ser selecionados do grupo gue consiste em
aménio quaternério (Q), aminocetilo quaternério (QAE) ,
dimetilaminoetilo (DMAE) e dietilaminoetilo (DEAE) , ou
qualquer combinagdo desses. Além disso, de acordo com a
presente invencdo, a resina pode ser qualgquer resina
disponivel no mercado selecionada do grupo que consiste em
Cellufine Q (Millipore), SourceQ (GE Healthcare), Fractogel
EMD DEAE (Merck) e Toyopearl QAE (Tosohaas).

Num exemplo da ©presente invencéo, a quantidade da
composicdo compreendendo a rAAT e a pelo menos uma impureza
carregada na coluna de acordo com o passo (i) do método

como definido acima estd situada no intervalo de cerca de 2
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a cerca de 50 mg rAAT / mL de resina, preferivelmente no
intervalo de 5 até 40 mg rAAT / mL de resina € mais
preferivelmente no intervalo de 10 até 30 mg rAAT / mg de

resina.

Num exemplo da presente invencdo, a altura do leito do
material de permuta anidénica na coluna pode estar situada
no intervalo de cerca de 15 a cerca de 35 cm, tal como no
intervalo de 18 até 30 cm. Num exemplo especifico da
presente invencdo, a altura do leito do material de permuta
anibénica pode estar situada no intervalo de 24 + 2 cm, tal
como de 23 até 25 cm. De acordo com a presente invencdo, o
diémetro da coluna estd situado no intervalo de cerca de 50
a cerca de 130 cm, tal como num intervalo de 80 até 120 cm.
Num exemplo especifico, o didmetro da coluna é cerca de 100

cm.

Como usado aqui, o termo "ides fosfato" também inclui todos
0s 16es derivados do &acido fosfdérico, como hidrogenofosfato
(HPO,*™) e di-hidrogenofosfato (Hy;PO, ). Para a preparacdo
dos tampdes A e B da presente invencdo pode ser utilizado
qualquer composto adegquado para proporcionar os referidos
ides fosfato, preferivelmente sais de fosfato. Os sais de
fosfato que podem ser utilizados na preparacdo dos tampdes
de fosfato da presente invencdo devem ser bem soluveis,
como fosfato de sdédio ou de potédssio. De acordo com a
natureza do 4acido fosférico e as suas constantes de
dissociacdo em solucdo agquosa no equilibrio e a pH neutro,
o acido fosfdérico existe maioritariamente como hidrogeno- e
di-hidrogenofosfato, mas com concentracdes muito baixas do
4cido livre (H3PO,) ou da base sem hidrogénio (P0,77).
Assim, os tampdes de acordo com a presente invencdo também

podem incluir misturas de diferentes +tipos de ides
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derivados do acido fosférico, como misturas de

hidrogenofosfato e di-hidrogenofosfato.

De acordo com a presente invencdo, o gradiente utilizado no
passo (iii) do método como definido acima pode ser um
gradiente linear de uma composicdo de tampdo compreendendo
100% (v/v) de tampdo A até uma composicdo de tampdo de 100%
(v/v) de tampdo B. No entanto, a composicdo de partida do
gradiente utilizado no passo (iii) do método acima definido
também pode ser gqualguer mistura de tampdo A e tampdo B. De
acordo com um exemplo da presente invencdo, o gradiente
termina a uma composicdo de tampdo compreendendo 30 até 60%
(v/v) de tampdo A e 70 até 40% (v/v) de tampdo B. Noutro
exemplo da presente invencdo, © Jgradiente termina a uma
composicdo de tampdo compreendendo 35 até 55% (v/v) de
tampdo A e 65 até 45% (v/v) de tampdo B. Num exemplo
especifico da presente invencdo, o gradiente pode terminar
a uma composicdo de tampdo compreendendo 40 até 50% (v/v)

de tampdo A e 60 até 50% (v/v) de tampdo B.

De acordo com a presente invencdo, o pH dos tampdes A e B
pode ser diferente ou pode ser igual. Num exemplo da
presente invencdo, o pH dos tampdes A e B estd situado no
intervalo desde cerca de 6 até cerca de 9, preferivelmente
no intervalo de 7 até 8 e mais preferivelmente no intervalo
de 7,3 até 7,8. Num exemplo especifico da presente

invencdo, o pH dos tampdes A e B & 7,7.

O gradiente utilizado no passo (iii) do método de acordo
com a presente invengdo pode prolongar-se por um intervalo
de cerca de 5 até cerca de 100 volumes da coluna (VC) de
solucdo tampdo. Num exemplo da presente invencédo, o0

gradiente pode prolongar-se por um intervalo de 10 até 40
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VC. De acordo com um exemplo especifico, o gradiente pode

prolongar-se por um intervalo de 12 até 18 VC.

De acordo com a presente invencdo, o tampdo A utilizado no
método como definido acima compreende ides fosfato no
intervalo de cerca de 1 até cerca de 80 mM, preferivelmente
no intervalo de 20 até 50 mM e mais preferivelmente no
intervalo de 25 até 35 mM, e N-acetilcisteina (NAC) no
intervalo de cerca de 0,1 até cerca de 50 mM,
preferivelmente no intervalo de 1 até 30 mM e mais

preferivelmente no intervalo de 2 até 5 mM.

O tampdo B utilizado no método de acordo com a presente
invencdo compreende ides fosfato no intervalo de cerca de
50 até cerca de 1000 mM, preferivelmente no intervalo de
100 até 300 mM e mais preferivelmente no intervalo de 130
até 170 mM, e N-acetilcisteina (NAC) no intervalo de cerca
de 0,1 até cerca de 50 mM, preferivelmente no intervalo de
1 até 30 mM e mais preferivelmente no intervalo de 2 até b5

mM.

De acordo com a presente invencdo, os tampdes A e B podem
conter componentes adicionais, como sais orgdnicos e/ou
inorgdnicos, cujos exemplos sdo NaCl ou Tris, desde dque
estes componentes adicionais ndo tenham qualgquer impacto

negativo no método definido acima.

A temperatura operacional utilizada para o método de acordo
com a presente invencdo ndo estd sujeita a nenhuma
limitacdo especifica, e pode ser, por exemplo, cerca da
temperatura ambiente ou menor do que a temperatura

ambiente, tal como no intervalo de 0 até 15°C.
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O ponto de partida para a reunido definida no passo (iv) do
método acima definido pode ser vantajosamente determinado
por absorcdo de UV do eluente a um comprimento de onda
situado no intervalo de 340 nm até 430 nm, preferivelmente
no intervalo de cerca de 380 até cerca de 410 nm, e
opcional e simultaneamente, comecando o registo do inicio
da reunido a 280 nm, e o ponto final para a reunido pode
ser determinado por absorcdo de UV do eluente a 280 nm. Num
exemplo especifico, a reunido no passo (iv) do método como
definido acima é iniciada quando a absorcdo de UV a 395 nm
do pico estreito que imediatamente precede o pico principal
de rAAT (ver Figuras 1 e 3) diminuiu para menos de 10%,
preferivelmente menos de 4% da absorvadncia méxima. De
acordo com a presente invencdo, a reunido no passo (iv) do
método como definido acima é terminada quando a absorcdo de
UV a 280 nm diminuiu para menos de 60%, preferivelmente
menos de 40% da absorcdo de UV monitorizada no inicio da

reunido.

Num exemplo especifico da presente invencdo, o material de
permuta anidénica presente na cromatografia em coluna é Q
Sefarose High Performance com média de 34 um (Amersham
Bioscience) possuindo uma altura do leito empacotado de 24
+ 2 c¢cm, tal como no intervalo de 23 até 25 cm, um
empacotamento > 5000 placas/metro e em que o didmetro da
coluna estd situado no intervalo de 80 até 120 cm, como 100
cm. Opcionalmente, é utilizado um filtro Sartopure GF2 de
1,2 pym como pré-filtro da coluna. Além disso, o tampdo A
compreende 30 mM ides fosfato e 3 mM NAC a um pH de 7,7, o
tampdo B compreende 150 mM ides fosfato e 3 mM NAC a um pH
de 7,7, ao passo que a composicdo de carga compreende desde
10 até 30 mg de rAAT / mL de resina bem como 30 mM ides

fosfato e 3 mM NAC a um pH de 7,7. Apds o passo de carga
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foi realizado um passo de lavagem aplicando tampdo A para
remover da coluna o material de carga ndo ligado e para
remover por lavagem impurezas ligadas de modo fraco. A
temperatura operacional varia desde 6 até 10°C e a eluicéo
é realizada utilizando um gradiente linear desde 100% de
tampdo A até uma composicdo de tampdo de 40% de tampdo A e
60% de tampdo B, em qgque o gradiente se prolonga por um
intervalo de 15,5 até 16,5 wvolumes da coluna (VC). A
reunido da rAAT comeca gquando a absorcdo de UV a 395 nm do
pico estreito que imediatamente precede o pico principal de
rAAT diminuiu para menos de 10% da absorvancia maxima, e a
absorcdo de UV a 280 nm & registada para o inicio da
reunido. Por fim, a reunido de rAAT termina gquando a
absorcdo de UV a 280 nm diminuiu para 40% da absorcdo de UV

monitorizada no inicio da reunido.

EXEMPLOS

Exemplo 1l: Procedimento de purificag¢do de rAAT em resina
QHP

A estirpe da levedura de padeiro Saccharomyces cerevisiae
contendo o plasmideo para a producdo de rAAT cresce num
fermentador em condicgdes controladas de temperatura (30°C),
concentracdo de oxigénio dissolvido, pH e concentracdo de
glucose durante cerca de 70 horas. Apds arrefecimento do
caldo do fermentador, as células sdo recolhidas e lavadas
por centrifugacdo. O concentrado celular é ressuspenso num
tampdo e as células sdo destruidas por passagem uma vez num
homogeneizador de alta pressdo. O homogenato obtido é
depois clarificado por microfiltracéo, para remover
material em particulas, seguido de uma permuta de tampdo. A
rAAT contida no permeado clarificado é entdo capturada por
cromatografia de permuta anidénica em Q-Sefarose XL, seguido

de um passo de purificacdo em resina Sefarose FF de
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Quelacéao (Cromatografia de Afinidade com Metal
Imobilizado). A reunido obtida de eluatos é depois passada
por uma resina de Boronato de Fenilo operada num modo
negativo, para remover adicionalmente proteinas das células
hospedeiras. O produto contido na fracdo que fluiu através
da coluna é entdo concentrado por Ultrafiltracédo, seguido
de uma permuta de tampdo por Diafiltracdo. Este concentrado
de rAAT serve de material de carga para o passo final de

polimento em Q-Sefarose HP.

Preparacdo da coluna:

Uma coluna com um didmetro de 11 mm (Vantage 11/500
(Millipore), equipada com um suporte do leito de
polipropileno de 10 upm) é empacotada com Q Sefarose HP de
acordo com um procedimento sugerido pelo fabricante. Em
resumo, um volume suficiente de pasta de gel 50% (Q
Sefarose HP em etanol a 20%) é derramado na coluna, e a
resina sedimenta por gravidade. Em seguida, o leito de gel
é empacotado aplicando um fluxo de tampdo (20 mM Tris, pH =
7,7) durante cerca de 30 minutos, gque causa uma queda de
pressdo no leito da coluna de aproximadamente 3,5 bar. A
qualidade do empacotamento da resina ¢é testada aplicando

uma determinacdo de HETP, utilizando 100 pL de uma solucéo

de acetona a 1% para enriquecimento. O cromatograma
resultante é analisado e oS numeros de placas
correspondentes sdo calculados. A coluna resultante

utilizada nas rondas de purificacdo de acordo com o Exemplo
1 exibe uma altura do leito de 24,6 cm, um volume da coluna

de 23,4 mL, 2216 placas/m e uma assimetria de 2,10.

Pré-equilibracdo / equilibracgio:

Antes da carga, a coluna é pré-equilibrada por limpeza sob

pressdao com 4 volumes da coluna (VC) de tampdo B (150 mM
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fosfato de sdédio e 3 mM NAC a um pH de 7,7) ao longo da
coluna, seguido de 5 VC de tampdo A (30 mM fosfato de sédio
e 3 mM NAC a um pH de 7,7) para a equilibracé&o.

Carga:

A composicdo da carga ¢ um Ultra/Diafiltrado de rAAT com
uma concentracdo de 13,5 mg/mL de rAAT numa formulacdo de
tampdo contendo 30 mM fosfato e 3 mM N-acetilcisteina (NAC)
a um pH de 7,7. A composicdo de carga ¢ entdo bombeada
através da coluna a um fluxo de 60 * 15 cm/hora e a uma
temperatura de 8 + 2 °C, para se obter uma carga da coluna
de 20,7 mg rAAT / mL de material de permuta anidnica

(resina).

Lavagem:

Apbs o ciclo de carga, 3 VC de tampdo A s&o distribuidos
sob pressdo ao longo da coluna a um fluxo de 60 £ 15

cm/hora e a uma temperatura de 8 = 2 °C.

Eluigédo:

Apbs o procedimento de lavagem, a rAAT ligada é eluida da
resina aplicando um gradiente linear com tampdo A e tampédo
B. Os pontos inicial e final do gradiente v&o desde 100%
(v/v) de tampdo A até 100% (v/v) de tampdo B ao longo de 27
volumes da coluna. O efluente da coluna ¢é recolhido em
fracdes de aproximadamente 5 - 7 mL. As fronteiras da
reunido foram definidas por teste de impurezas nas fracdes.
Na parte ascendente do pico, a reunido comecou com a fracéo
possuindo uma pureza de rAAT maior ou igual a 99% do total
de proteinas, determinado por HPLC e quantificado por
integracédo da &rea debaixo do pico. A absorcdo de UV a 280
nm foi 51,6 mAU, a adsorcédo de UV a 395 nm foi 2,3 mAU, que

é¢ 3,1% da adsorcdo maxima detetada na pré-reunido El1. Na



24

parte descendente do pico, a reunido terminou com a fracéio
possuindo um teor de dimero de rAAT, como impureza
relacionada com o produto, menor do gque 0,2% a uma absorcéo
de UV a 280 nm de 24,3 mAU, que é 47% da absorcdo no inicio

da reuniédo.

O perfil da eluicdo cromatografica da ronda de purificacéo
de rAAT de acordo com o Exemplo 1 estd apresentado na
Figura 1, com as bordas da reunido do produto principal

(E2) indicadas por linhas verticais.

Exemplo 2:
O procedimento de ©purificacdo da rAAT foi realizado
seguindo o mesmo protocolo utilizado no Exemplo 1,

excetuando as seguintes alteracdes:

Pré-equilibracdo / equilibracgio:

Antes da carga, a coluna é pré-equilibrada por limpeza sob
pressdo com 5 volumes da coluna (VC) de tampdo B (20 mM
Tris e 250 mM NaCl a um pH de 7,7) ao longo da coluna,
seguido de 4 VC de tampdo A (20 mM Tris a um pH de 7,7)

para a equilibracéao.

Carga:

A composicdo da carga ¢ um Ultra/Diafiltrado de rAAT com
uma concentracdo de 27 mg/mL de rAAT numa formulacdo de
tampdo contendo 20 mM Tris a um pH de 7,7. A composicédo de
carga é entdo bombeada através da coluna a um fluxo de 60 =
15 cm/hora e a uma temperatura de 8 £ 2 °C, para se obter
uma carga da coluna de 11,6 mg rAAT / mL de material de

permuta anidénica (resina).

Lavagem:
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Depois de terminada a carga, a coluna ¢ limpa sob presséo
com 3 VC de tampdo A (20 mM Tris a um pH de 7,7) a uma taxa
de fluxo de 60 £ 15 cm/hora, para deslocar a carga
remanescente da coluna. Em seguida, a coluna é lavada com 4
VC de uma mistura de tampdes contendo 60% (v/v) de tampdo A
(20 mM Tris a um pH de 7,7) e 40% (v/v) de tampdo B (20 mM
Tris, 250 mM NaCl a um pH de 7,7) a uma taxa de fluxo de 60

+ 15 cm/hora, para remover impurezas ligadas de modo fraco.

Eluigédo:

Apbs o procedimento de lavagem, a rAAT ligada é eluida da
resina aplicando um gradiente linear com tampdo A e tampédo
B. O gradiente comeca com uma mistura de tampdes contendo
60% (v/v) de tampdo A (20 mM Tris a um pH de 7,7) e 40%
(v/v) de tampdo B (20 mM Tris, 250 mM NaCl a um pH de 7,7)
e termina com uma mistura de tampdes contendo 28% (v/v) de
tampdo A (20 mM Tris a um pH de 7,7) e 72% (v/v) de tampdo
B (20 mM Tris, 250 mM NaCl a um pH de 7,7) realizado ao
longo de 27 wvolumes da coluna. O efluente da coluna ¢é
recolhido em fracdes de aproximadamente 5 - 7 mL. Na parte
ascendente do pico, a reunido comecou com a fracéao
possuindo uma pureza de rAAT maior ou igual a 99% do total
de proteinas, determinado por HPLC e quantificado por
integracdo da &rea debaixo do pico. A absorcdo de UV a 280
nm foi 333,7 mAU, a adsorcdo de UV a 395 nm foi 0,27 mAU,
que é 2,8 % da adsorcgdo maéxima detetada na pré-reunido El.
Na parte descendente do pico, a reunido terminou com a
fracdo possuindo uma absorcédo de UV a 280 nm de 153,1 mAU,

que é cerca de 45% da absorcdo no inicio da reuniéo.

O perfil da eluicdo cromatografica da ronda de purificacéo

de rAAT de acordo com o Exemplo 2 estd apresentado na
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Figura 3, com as bordas da reunido do produto principal

(E2) indicadas por linhas verticais.

As formulacgdes de carga e tampdo das rondas de purificacéo
de acordo com o Exemplo 1 e Exemplo 2 estdo resumidas na

seguinte Tabela 1.

Tabela 1
ID Carga Tampdo A Tampdo B Gradiente
Ronda 0 — 100%
(v/v)
Exemplo | 30 mM PO,, 3 mM 30 mM 150 mM POy, 27 VC
1 NAC, pH=7,7 PO,, 3 mM 3 mM NAC,
(UF/DF02a-G25) NAC, pH=7,7
pH=7,77
Exemplo 20 mM Tris, 20 mM 20 mM Tris, 27 VC
2 pH=7,"7 Tris, 250 mM
(UF/DF02Db) pH=7,77 NaCl,
pH=7,7*%

A Tabela 1 mostra as formulacdes de carga e tampdao
utilizadas nas rondas de purificacdo de acordo com o
Exemplo 1 e Exemplo 2. O pH refere-se a uma temperatura de
8 + 2°C. A extensido -G25 no cdéddigo de amostra para a carga
indica uma permuta de tampdo numa coluna G25. *: um novo

teste do pH do tampdo deu o resultado de 7, 3.

Os resultados das respetivas rondas de purificacdo de
acordo com o Exemplo 1 e Exemplo 2 estdo resumidos na

Tabela 2.
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Tabela 2
ID comentario Carga da | Rendi- conc. PCL Hexo-
Ronda coluna mento rAAT (IGEN) quinase
(mg/nL (%) (HPLC) (ng/mL (mU/mg
resina) (ng/mL) rAAT) rAAT)
Exemplo eluicdo com 20,7 54 2893 0,17 21
1 um gradiente
de fosfato,
sem adigédo de
sal
Exemplo tampdo Tris, 11,6 56 2173 2,1 197
2 pH=7,7,
eluicdo com
um gradiente
de NaCl

A Tabela 2 mostra rondas de comparacdo em QHP do Exemplo 1
e Exemplo 2. 0Os dados da tabela representam os wvalores
analiticos das reunides de QHP que foram gerados com base

no sinal de UV.

Para estas rondas, a montagem experimental foi mantida
constante, incluindo o lote do material de carga, a coluna,
0 sistema de cromatografia, bem como a carga da coluna, que
foi mantida num intervalo entre 10 - 30 mg rAAT/mL de
resina. Os perfis da eluicdo cromatografica do Exemplo 1 e
Exemplo 2 estdo apresentados nas Figuras 1 e 3, com as
bordas da reunido do produto principal (E2) indicadas por
linhas verticais. Os dados analiticos relevantes destas
rondas de purificacdo em QHP estdo resumidos na Tabela 2.
No entanto, o teor de proteinas de células hospedeiras de
levedura é reduzido cerca de 12 vezes na reunido de QHP do
Exemplo 1 preparada com o sistema tampdo de fosfato de
acordo com a presente invengdo, em comparacdao com as

reunides derivadas da preparacdo com tampdo Tris do Exemplo
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2, determinado com o ensaio de Imunoligando IGEN (ver em
baixo). De modo semelhante, a atividade de Hexoquinase de
Levedura ¢ significativamente reduzida gquando se comparam
os dados para reunides de rAAT do Exemplo 1 (tampdo de
fosfato) com a reunido de rAAT do Exemplo 2, que foi
preparada num sistema de tampdo Tris. Andlises de SDS-PAGE
confirmam a pureza aumentada da rAAT na reunido de produto
(E2) da ronda de purificacdo com "Fosfato" (Exemplo 1) em
comparacdo com a ronda de purificacdo "tamponada com Tris"
(Exemplo 2) e mostram, em particular, uma reducéo
importante da principal impureza Hexoquinase de Levedura a
50 kDa. Isto pode ser observado em ambos o0s géis corados
com prata (ver Figuras 2 e 4) e nas Coloracdes "Western"”
desenvolvidas para Proteinas de células de levedura (PCL)
utilizando Imunoglobulinas de cabra anti-PCL policlonais
(ver Figura 5). Quando se avaliam os dados analiticos
disponiveis para as reunides de rAAT das rondas de acordo
com o Exemplo 1 e Exemplo 2, a melhoria vantajosa e
significativa da pureza pode ser observada para a reunido

de rAAT de acordo com o Exemplo 1.

Ensaio de imunoligando de PCL em IGEN (ELISA):

As proteinas de células hospedeiras de levedura séo
determinadas aplicando um ensaio de imunoligando num
Analisador IGEN M8 wutilizando imunoglobulinas de cabra
anti-levedura policlonais. O procedimento de detecdo no
Analisador M8 ¢é efetuado de acordo com as instrucgdes do
fabricante (BioVeris Corp.). A amostra é incubada com duas
preparacdes diferentes de imunoglobulinas policlonais de
cabra anti-levedura (IgGs), em gque uma é etiquetada com um
marcador de eletroquimioluminescéncia e a outra parte ¢é
etiquetada com biotina. Apds a reacdo antigénio/anticorpo,

0s imunocomplexos s&o imobilizados em esférulas
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paramagnéticas pré-revestidas com estreptavidina. A solucéo
¢ entdo Dbombeada para a <célula de detecdo e o©s
imunocomplexos sdo capturados por forcas magnéticas num
elétrodo. A reacdo de detecdo ¢é iniciada aplicando uma
voltagem que provoca a emissdo de luz, que é quantificada e
relacionada com 0 teor do antigénio de levedura
imunodetetédvel presente na amostra. Para calibracdo do
ensaio utiliza-se uma preparacdo bem caracterizada de

proteinas de células hospedeiras de levedura.

Ensaio de atividade de Hexoquinase de levedura:

A atividade de hexoquinase e/ou do tipo hexoquinase é
medida utilizando a conversdo de R-nicotinamida adenosina
dinucledtido fosfato (NADP) em NADPH, que pode ser seguida
a 340 nm. Nesta reacdo, glucose-6-fosfato é oxidada em o6-
fosfo-D-gluconato pela enzima glucose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH), com NADP como cofator. A glucose-
o-fosfato é sintetizada numa reacdo enzimdtica a partir de
glucose e ATP pela hexoquinase (ou glucoquinase). O
procedimento que ¢é utilizado para medir a atividade da(s)
enzima(s) estd de acordo com uma descricdo da Sigma que
refere Bergmeyer, H.U., Grassl, M., e Walter, H.E. (1963)
"Methods of Enzymatic Analysis" (Bergmeyer, H.U. editor, 3°
edicdo, Volume II, 222-223, Verlag Chemie, Deerfield Beach,
Fl). Tampdo de trietanolamina, pH 7,6, glucose, adenosina
5' trifosfato (ATP), cloreto de magnésio, (NADP) e G-6-PDH
sdo misturados em cuvetes de quartzo a 37°C, e a reacdo é
iniciada pela adicdo da amostra. Habitualmente medem-se
quatro quantidades diferentes da amostra (0 uL, 2,5 uL, 5
wL, e 7,5 pL ou 0 uL, 10 uL, 20 pL, e 30 uL para amostras
com teor muito baixo de hexoquinase) a 340 nm durante 5

minutos. A partir dos AA/minuto obtidos, calculam-se o0s
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mU/mL das amostras utilizando um coeficiente de extincédo

molar de B-NADPH £=6220 M ' cm'.

Lisboa, 4 de Outubro de 2012



REIVINDICACOES

Método para obter alfa l-antitripsina recombinante
(rAAT) altamente purificada, possuindo um grau de
pureza da rAAT maior do que 99% p/p do total de
proteinas, a partir de uma composicdo compreendendo a
rAAT e pelo menos uma impureza origindria da cultura de
células utilizadas para gerar rAAT, em gque o método
compreende:

(i) carregar uma composicdo compreendendo rAAT e pelo
menos uma impureza numa coluna compreendendo um
material de permuta anidnica;

(ii) lavar o material de permuta anidnica utilizando um
tampdo A compreendendo 1 até 80 mM ides fosfato e 0,1
até 50 mM N acetilcisteina (NAC);

(iii) eluir a rAAT do material de permuta anidnica
utilizando um gradiente comecando com uma composicdo de
tampdo  compreendendo 100% (v/v) de tampdo A e
terminando com uma composicdo de tampdo compreendendo
100% (v/v) de tampdo B em 5 até 100 volumes da coluna
(VC), em gue o tampdo B compreende 50 até 1000 mM ides
fosfato e 0,1 até 50 mM NAC,

desse modo gerando um eluente compreendendo fracdes
contendo rAAT purificada; e

(iv) reunir a fracdes contendo a rAAT purificada.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a pelo
menos uma impureza ¢é uma impureza originaria das

células utilizadas para gerar rAAT.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a pelo
menos uma impureza ¢é uma proteina de células de

levedura.



Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a pelo
menos uma impureza ¢é selecionada do grupo que consiste
em proteina de choque térmico de 12 kDa, YOLO9wp, di-
hidroliponamida desidrogenase, ribose 5-fosfato
isomerase, fragmentos de rAAT, cistationina gama-liase,
glucoquinase, O-acetil-homosserina sulfidrilase, dimero
de rAAT, argininossuccinato liase, 2-hidroxiécido

desidrogenase, hexoquinase A.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em dque O
material de permuta anidénica é selecionado do grupo que
consiste em O Sefarose HP, Cellufine Q, SourceQ,

Fractogel EMD DEAE e Toyopearl QAE.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o tampéo
A tem um pH de 6 até 9 e o tampdo B tem um pH de 6 até
9.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o tampéo

A e o tampdo B tém o mesmo pH.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gue O pPasso
(1) compreende carga a cerca de 2 até 50 mg / rAAT por

mL do material de permuta anidénica na coluna.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que O pPasso
(iii) compreende eluicdo da rAAT do material de permuta
anibénica utilizando um gradiente de uma composicdo de
tampdo compreendendo 100% (v/v) de tampdo A até uma
composicdo de tampdo compreendendo 100% (v/v) de tampédo

B ao longo de cerca de 30 VC.



10.

11.

12.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o ponto
de partida para a reunido no passo (iv) ¢é determinado
por absorcdo de UV do eluente a um comprimento de onda
situado no intervalo de 340 nm até 430 nm, e o ponto
final para a reunido é determinado por absorcdo de UV

do eluente a 280 nm.

Método de acordo com a reivindicacdo 10, em que a
reunido da fracdo de rAAT comeca quando a absorcdo de
UV a 395 nm do pico estreito que imediatamente precede
o0 pico principal de rAAT diminui para menos de 10% da
absorvéncia médxima e em que a reunido da fracdo de rAAT
¢ terminada quando a absorcdo de UV a 280 nm diminuiu
para 40% da absorcdo de UV monitorizada no inicio da

reunido.

Método de acordo com a reivindicacédo 1, em que:

0 passo (i) compreende carregar cerca de 10 até 30 mg /
rAAT por mL de resina numa coluna com um didmetro de
cerca de 80 até 120 cm e compreendendo Q Sefarose HP
com média de 34 um possuindo uma altura do leito de 24
+ 2 cm e um empacotamento > 5000 placas/metro;

0 passo (ii) compreende lavar o material de permuta
aniénica com um tampdo A compreendendo 30 mM fosfato de
s6édio e 3 mM N acetilcisteina (NAC) a um pH de 7,7; e

0 passo (iii) compreende eluir a rAAT do material de
permuta anidénica utilizando um gradiente linear,
comecando com uma composicdo de tampdo compreendendo
100% (v/v) de tampdo A e terminando com uma composSicao
de tampdo compreendendo 50% (v/v) de tampdo A e 50%
(v/v) de tampdo B, em que o tampdo B compreende 150 mM

fosfato de sédio e 3 mM NAC a um pH de 7,7; e



o0 passo (iv) compreende reunir as fracdes contendo a
rAAT purificada, em gque a reunido da rAAT comeca guando
a absorcdo de UV a 395 nm do pico estreito que
imediatamente precede o pico principal de rAAT diminuiu
para menos de 10% da absorvancia madxima, e a reunido da
rAAT ¢é terminada quando a absorcdo de UV a 280 nm
diminuiu para 40% da absorcdo de UV monitorizada no

inicio da reuniédo.

Lisboa, 4 de Outubro de 2012
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