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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. LA ALERGIA

1.1.1. El sistema inmunitario

El sistema inmunitario surgié durante la evolucién para proteger a los organismos
multicelulares de los agentes patégenos. Es muy adaptable, y defiende al organismo contra
invasores muy diversos. La proteccién que confiere el sistema inmunitario se fundamenta en dos
actividades: reconocimiento y reacciéon (o respuesta). El reconocimiento de un agente patégeno
activa una reaccién efectora que suprime o neutraliza al invasor. Determinadas exposiciones
inducen una reaccién de memoria que se caracteriza por una respuesta inmunitaria mas rapida e
intensa en caso de un posterior ataque por ese mismo agentel. Se hace referencia a dos tipos de
sistema inmunitario: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa2.

La inmunidad innata siempre esta disponible para combatir una amplia gama de agentes
patdégenos. Incluye mecanismos moleculares y celulares que suceden antes de una infeccién y
cuyo fin es prevenirla o eliminarla. Las primeras células en responder tras la infeccién son los
macroéfagos, que tienen la capacidad de ingerir y matar microbios al producir diversas sustancias
quimicas téxicas y enzimas degradantes potentes. Esta primera linea de defensa impide la mayor
parte de las infecciones o las anula en las primeras horas tras el contacto. Es capaz de distinguir
entre los elementos propios y extrafios, pero no es especifica, por lo que no tiene la capacidad de
distinguir diferencias pequenas en las moléculas extrafias.

La inmunidad adaptativa se establece en respuesta a las infecciones, es decir, se superpone
con la respuesta inmunitaria innata y se adapta para reconocer, eliminar y mds tarde recordar al
patégeno invasor. Es capaz de eliminar infecciones con mayor eficiencia que la respuesta innata,
provocando una respuesta inmunitaria mas rapida e intensa. Constituye una segunda linea de
defensa que elimina los patégenos que consiguen evadir las reacciones innatas o persisten a pesar
de éstas. Una importante caracteristica de la reaccion inmunitaria adaptativa es la memoria. Si el
mismo agente patdégeno u otro estrechamente relacionado infecta al organismo en una segunda
ocasion, las células de memoria aportan los medios para que el sistema inmunitario adaptativo
monte un ataque rapido y normalmente muy eficaz contra el invasor.

Un aspecto importante de la respuesta inmunitaria es su propia regulacién para no dafiar al
propio organismo (regulacién inmunitaria). El fracaso en esta regulaciéon contribuye a patologias
como las enfermedades autoinmunes o la alergia. La ya citada memoria del sistema inmune es la
base de la vacunacién, que constituye un medio para instruir al sistema inmunitario y prepararlo
para ataques posteriores.

1.1.2. Trastornos del sistema inmunitario

Cuando el sistema inmunitario falla, las enfermedades derivadas se pueden englobar en tres
tipos:

a) Inmunodeficiencias. La enfermedad por inmunodeficiencia se presenta cuando faltan uno o
varios componentes del sistema inmunitario o éste no funciona correctamente.

b) Trastornos autoinmunitarios. Se producen cuando el sistema inmunitario reconoce sus propios
tejidos como ajenos y los ataca.
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¢) Trastornos alérgicos (hipersensibilidad). Se presentan cuando el sistema inmunitario reacciona
de forma exagerada a sustancias que normalmente no son dafiinas, como el polen, el moho o
ciertos alimentos.

1.1.3. La alergia como trastorno del sistema inmunitario

Las respuestas inmunitarias adaptativas en ocasiones son desencadenadas por antigenos no
relacionados con agentes infecciosos. Una circunstancia en la cual ocurre esto es cuando se
presentan reacciones inmunitarias nocivas en general conocidas como reacciones de
hipersensibilidad en respuesta a antigenos “ambientales” (alérgenos) inocuos como polen,
alimentos y farmacos. Las reacciones de hipersensibilidad fueron clasificadas en cuatro tipos por
Coombs y Gelll.

- TipolL
= Hipersensibilidad mediada por IgE
= El antigeno induce el enlace cruzado de la IgE fija en mastocitos y baséfilos con
liberacién de mediadores vasoactivos
* Las manifestaciones tipicas incluyen anafilaxis sistémica y anafilaxis localizada como
fiebre del heno (rinitis alérgica), asma, ronchas, alergias alimentarias y eccema

- TipoIL
» Hipersensibilidad citotéxica mediada por IgG o IgM
= El anticuerpo dirigido contra antigenos de superficie celular media la destruccién
celular por activacién del complemento
= Las manifestaciones tipicas comprenden reacciones transfusionales, eritroblastosis fetal
y anemia hemolitica autoinmunitaria

- Tipo III:

* Hipersensibilidad mediada por inmunocomplejos

* Los complejos antigeno-anticuerpo que se depositan en diversos tejidos inducen
activaciéon del complemento y reaccién inflamatoria subsecuente mediada por
infiltracién masiva de neutrofilos

* Las manifestaciones tipicas abarcan reaccién localizada de Arthus y reacciones
generalizadas como enfermedad del suero, vasculitis necrosante, glomerulonefritis,
artritis reumatoide y lupus eritematoso diseminado

- TipoIV:
= Hipersensibilidad mediada por células
* Las células Thl sensibilizadas liberan citocinas que activan macréfagos que median la
lesién celular directa. Las células Th2 y los linfocitos T citotéxicos median reacciones
similares
* Las manifestaciones tipicas incluyen dermatitis por contacto, reacciones tuberculares y
rechazo de injerto

La alergia, el tipo de hipersensibilidad més comun, suele equipararse a las reacciones de
hipersensibilidad de tipo I, que son reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato mediadas
por anticuerpos IgE2.

En la llamada fase de sensibilizacién, tras la exposicién al alérgeno, las células presentadoras
de antigeno toman el mismo y lo procesan. Los péptidos digeridos son presentados a través del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II a las células T nativas (Th0), que son
de ese modo activadas diferenciandose a células Th2. La liberacién de citoquinas (como IL-4 e IL-
13) por parte de las células Th2 provoca un cambio de clase en las células B para que produzcan
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anticuerpos IgE especificos contra el alérgeno, asi como una expansion de células B de memoria.
La activacion de los linfocitos T en presencia de IL-4 incrementa la diferenciacién a linfocitos Th2
(Figura 1.1, panel A)3.

Tras una segunda exposicién al mismo alérgeno (fase inmediata de la reaccién alérgica)
(Figura 1.1, panel B), se produce un entrecruzamiento entre los anticuerpos IgE unidos al alérgeno
y los receptores de alta afinidad para IgE (FceRI) expresados en basoéfilos y mastocitos. Esta unién
provoca su degranulacién y la consecuente liberaciéon de aminas vasoactivas (histamina),
mediadores lipidicos (prostaglandinas y leucotrienos), quimioquinas y otras citoquinas, que en
conjunto estimulan, entre otros efectos, la permeabilidad vascular y la contraccién del musculo
liso, induciendo muchos de los sintomas de las reacciones alérgicas (dificultad respiratoria,
secrecion de mucosidad...)*.

A. Sensibilizacion e induccién de la memoria B. Fase inmediata: reaccion tipo I
£)Alérgeno Linf. B de IoE

MHC Clase 1T Cambio de memona
e M 000

O

S— 4 Degranulacién
FcsRI Mastocito Liberacién de aminas

) vaosactivas,
g medizdores lipidicos,

Expansion clonal
de linf. B de
memoria (IgE*)

¢,
o
@ Alérgeno Basdfilo

Figura 1.1. Mecanismo de la alergia. Panel A: Sensibilizacién al alérgeno y desarrollo de linfocitos T especificos y
linfocitos B de memoria. Panel B: Reaccién de hipersensibilidad de tipo I (fase inmediata de la reaccién alérgica).
Modificado de Larché y col3.

y citoquinas

Linf. B_de L4
memoria

La respuesta de IgE, una vez iniciada, puede ser amplificada por estos mismos baséfilos y
mastocitos, ya que cuando son activados por el antigeno que forma enlace cruzado con su IgE
ligada a FceRlI, expresan el ligando de CD40 en la superficie celular y secretan IL-4. Por tanto, al
igual que las células Th2, pueden impulsar el cambio de clase y la produccién de IgE por los
linfocitos B. Un objetivo del tratamiento de las alergias es bloquear este proceso de amplificacién
y evitar asi que las reacciones alérgicas se vuelvan autopersistentes.

Las consecuencias de la activacion de los mastocitos mediada por IgE dependen de la dosis
del antigeno y de su via de entrada; los sintomas flucttian desde los estornudos irritantes de la
rinitis alérgica cuando se inhala el polen hasta el colapso circulatorio potencialmente letal que se
presenta en la anafilaxia general. La reaccion alérgica inmediata causada por la desgranulacion
de los mastocitos se acompafia de una inflamacién mads persistente, que se conoce como la
respuesta de fase tardia (Figura 1.2) y ocurre en casi un 50 % de los pacientes con una respuesta
de fase inicial. En esta fase, la presentacion local (facilitada por IgE) de antigenos por parte de las
células dendriticas estimula la activacién de los linfocitos T. Las reacciones de fase tardia se
relacionan con una segunda fase de contraccién del musculo liso mediada por las células T, que
se caracteriza por edema persistente, y remodelacion de los tejidos en la forma de hipertrofia del
miusculo liso (incremento en su tamafio por crecimiento celular) e hiperplasia (incremento en el
ndimero de células). La reacciéon de fase tardia y su secuela a largo plazo, la reacciéon alérgica
crénica, que es en esencia una reacciéon de hipersensibilidad de tipo IV contribuye a una
enfermedad muy grave a largo plazo, como el asma crénica. La fase crénica del asma se
caracteriza por la presencia de citoquinas de Thl (como IFN-y) y citoquinas de Th2.
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Fase tardia: inflamacion alérgica

Activacion de los ecsindfilos

v liberacidn de citoquinas
pro-inflamatorias

@Eosinéﬁlo

* Aumento de mucosidad

18, 1-13 mediada por citoquinas de Th2

Activacion de la
musculatura lisa "
IFMy, THF
[contraccidn) y liberacién de -
citoquinas pro-inflamatorias

= Produccion local de IgE

= Apoptosis de células
epiteliales brongquiales mediada
por Thi

13 T Linf. B de
L5

memaria /
L4, IL-13 / IeE
e;

oz i e IL-4 , IL-13, CCLS
¥
la transmigracién

IL-4, IL-13,
SCF, KIT |
FcsRI
Histamina W_@
o 050 6902

= Apoptosis de queratinocitos
mediada por Thi

= Activacién de células epitales
mediada por Thi y liberacién de
‘quimioguinas y citoguinas pro-

inflamatorias

Célula
dendritica

degranulacidn de mastocitos y basdfilos, y
liberacién de aminas, mediadores
lipidicos, y citoquinas pro-inflamatorias

acion y pro 13
linfocitos T por |z presentacién de
alérgenos por las células
dendriticas inflamatorias

Figura 1.2. Inflamacion alérgica (fase tardia de la reaccién alérgica). Los linfocitos Thl, al producir interferon-y (IFNy)
y factor de necrosis tumoral (TNF), contribuyen a la activacién y apoptosis de los queratinocitos epiteliales, de las
células epiteliales bronquiales y las células del misculo liso pulmonares. La activacién de mastocitos y basoéfilos, que
liberan histamina, quimioquinas y citoquinas también contribuyen a la reaccion de fase tardia. Modificado de Larché
y col.3.

1.1.4. Importancia econémica de la alergia

Cuando los alérgenos penetran en el cuerpo por via aérea (como puede ocurrir con el polen
de plantas, dcaros del polvo o epitelio de animales) provocan la denominada rinitis alérgica,
cuyos sintomas mads frecuentes son: goteo y congestiéon nasal, ojos llorosos, rojos y con picazén
(conjuntivitis alérgica), estornudos, tos, picazén en la nariz, el paladar o la garganta, ojeras (piel
hinchada y de color azul debajo de los ojos) y fatiga.

La prevalencia global de la alergia, en general, y de la rinitis alérgica, la conjuntivitis alérgica,
el asma relacionado con la alergia y la dermatitis atépica en concreto, estd incrementando
drasticamente, especialmente en paises desarrollados>®. La rinitis alérgica, concretamente, afecta
a alrededor de 500 millones de personas a nivel mundial 7, y en Europa se estima que afecta a una
cuarta parte de la poblaciéns.

Aunque los sintomas mencionados se podrian considerar leves o triviales, existen evidencias
de que estos sintomas tienen un efecto perjudicial sobre la calidad de vida, el rendimiento escolar
y la productividad en el trabajo’!l. Ademads, cada vez hay mds evidencias de que la rinitis
alérgica puede derivar en enfermedades mas graves como el asma. Se ha descrito que la rinitis
alérgica aumenta 3 veces el riesgo de padecer asma en adultos!213. Incluso se considera que la
rinitis alérgica y el asma pudieran ser diferentes expresiones de una misma enfermedad, la
inflamacién crénica de las vias respiratorias, ocurriendo ésta en las vias respiratorias superiores
en el caso de la rinitis alérgica y en las vias respiratorias inferiores en el caso del asma’.

Tanto el asma como la rinitis alérgica provocan altos costes al sector sanitario, tanto en
tratamientos farmacolégicos como en atencién médica para diagnosticar y tratar la enfermedad.
El asma incluso podria requerir hospitalizaciéon en caso de episodios intensos.

El primer tratamiento farmacolégico suele consistir en anti-histaminicos y corticosteroides,
dirigidos principalmente a aliviar los sintomas, mas que a tratar la respuesta inmune subyacente.
Dependiendo del alérgeno causante y la sensibilidad a dicho alérgeno, el paciente podria requerir
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tratamiento diario en temporadas concretas o a lo largo de todo el afio. Una vez desarrollada la
alergia, la remisién no suele ocurrir, lo que implica que el tratamiento seria de por vida®.

A pesar del relativamente bajo coste de los farmacos empleados para aliviar los sintomas, la
alta prevalencia y la naturaleza crénica de la rinitis alérgica acaban suponiendo una carga
econémica elevada. En Europa, un estudio sueco analizd, mediante cuestionarios aleatorios, los
costes directos e indirectos de rinitis alérgica en individuos entre las edades de 18 y 65 afiosc.
Segtin este estudio, el tratamiento farmacolégico, junto con las consultas médicas, asi como las
pérdidas en productividad debido al absentismo laboral (no acudir al trabajo) y al presentismo
laboral (estar en el trabajo, pero con una menor capacidad laboral) costaron de media 961€
anuales por individuo. A nivel europeo, la Federacién Europea de Alergia y Enfermedades de las
Vias Respiratorias (EFA) calcula el gasto de la alergia, el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica en 300 billones de euros anuales'”.

1.1.5. Alergia a gramineas

La alergia al polen (polinosis) es una de las alergias mas comunes y podria afectar hasta a
un 20 % de la poblacién europead'8. Los pdlenes de gramineas son la mayor causa de polinosis
en muchas partes del mundo debido a la alta produccién de polen por parte de estas plantas, a la
gran alergenicidad de sus pélenes y a su extensa distribucién (20 % de la superficie vegetal del
mundo)’. Aunque su frecuencia difiere regionalmente, es el polen alergénico mas comun
también en Europa? siendo la causa mas importante de alergia respiratoria estacional?!, causando
rinoconjuntivitis y asma.

Los alérgenos del polen pueden liberarse de los granos de polen y quedar en el aire que
respiramos formando parte del aerosol atmosférico, pero los alérgenos también se pueden liberar
de cualquier parte de la planta en respuesta a distintos fenémenos externos como una exposiciéon
a humedad elevada (por ejemplo, el periodo previo a una tormenta) o a una exposiciéon a ciertos
elementos que le resulten extrafos, como diversos contaminantes?23,

Cuando el contacto los alérgenos sucede por inhalacién provocan la ya mencionada rinitis
alérgica (prurito intenso y estornudos, edema local que produce obstruccién de las vias nasales,
secrecion nasal e irritacién de la nariz como consecuencia de la liberaciéon de histamina). Cuando
los alérgenos que se encuentran en el aire se depositan en la conjuntiva ocular, la reaccién se
denomina conjuntivitis alérgica.

Un sindrome maés grave es el asma alérgica, que es desencadenada por la activacion de las
células cebadas de la submucosa de las vias respiratorias distales por la presencia de los
alérgenos. Esto ocasiona constriccién bronquial y un aumento en la secrecién de liquido y
mucosidad, dificultando atn mas la respiracion. Los pacientes con asma alérgica por lo general
necesitan tratamiento y los ataques asmaticos pueden poner en riesgo su vida.

1.2. PHLEUM PRATENSE

1.2.1. Introduccion

Phleum pratense (también conocida como hierba timotea, bohordillo, fleo, hierba macerguera,
hierba triguera o membrillejo) es una graminea perteneciente a la familia Poaceae (subfamilia
Pooideae). La familia Poaceae consta de unas 9 000 especies y sus miembros se extienden
practicamente por todos los habitats a nivel mundial?*. Son hierbas anuales y perennes, con una
distribucién cosmopolita: crecen en praderas, pastos y zonas de escombros, sobre suelos
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cultivados y abandonados, a lo largo de las orillas de los caminos y de canales, es decir, casi en
todas partes desde el nivel del mar hasta las zonas montafiosas (Figura 1.3).

Grasses Annual Total]
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Figura 1.3. Exposicién a polen de Pooideae en Europa. Se han empleado datos de la Red Europea de Aeroalérgenos
(European Aeroallergen Network, EAN) durante los afios 1997-2006, recopilando datos de 497 puntos de
monitorizacion. Se muestra la intensidad del polen de gramineas realizando la suma de los contajes a lo largo de la
temporada de polinizacién. Fuente: Moingeon y col.?>.

Son plantas de polinizacién anemdfila (es decir, la polinizaciéon sucede a través del traslado
del polen por el viento) que florecen sobre todo durante la primavera y el verano y producen
gran cantidad de polen, que en ocasiones se dispersa a largas distancias. La temporada del polen
de gramineas més tipico en el Mediterrdneo corresponde al mes de mayo, en Europa
Noroccidental y Central a junio y en Europa Septentrional a julio.

Los granos de polen de las gramineas son esferoidales a ovoides, heteropolares,
monoporados y la mayoria miden entre 25 y 40 um, aunque los de los cereales cultivados tienen
un tamafio mucho mayor. Morfolégicamente, los granos de polen de gramineas pertenecientes a
las diversas especies no pueden distinguirse entre si (Red Espafiola de Aerobiologia)26.

Las caracteristicas alergénicas del polen de las gramineas son bien conocidas, se han descrito
y documentado extensamente y algunas fracciones alergénicas de extractos han sido purificadas
y caracterizadas. Es el polen con mayor relevancia alergénica a nivel mundial y principal causa
de polinosis (alergia al polen o fiebre del heno).

La subfamilia Pooideae, que incluye especies como Phleum pratense, Lolium perenne, Poa
pratensis, son las mas ubicuas en climas templados.

(| ﬂi\ )l\ 1 Figura 1.4. Phleum pratense. Reproduccion del dibujo del botinico sueco C. A. M.
‘ Lindman (1856-1928). Fuente: http://runeberg.org/nordflor/pics/471.jpg

En Espafia, del género Phleum hay 6 especies, siendo las mas comunes Phleum pratense y
Phleum phleoides.
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La especie Phleum pratense es una planta perenne con una inflorescencia cilindrica y apretada
formada por numerosas espiguillas (Figura 1.4). Es comtinmente empleada para alimento del
ganado y, en particular, como heno para caballos y mascotas domésticas (conejos, conejillos de
Indias o chinchillas).

1.2.2. Alérgenos de Phleumn pratense

La alergenicidad es la capacidad de una determinada molécula (alérgeno), de inducir una
respuesta inmunoldgica del tipo IgE en determinados individuos susceptibles. Los alérgenos mas
importantes son proteinas o polipéptidos, aunque también pueden actuar como alérgenos
polisacéridos, glicoproteinas y lipoproteinas. La alergenicidad depende de mdltiples factores no
completamente dilucidados, pero el tamafio de la molécula, su solubilidad, su estructura espacial
y su estabilidad, contribuyen a su potencia alergénica.

La primera nomenclatura de los alérgenos de la Organizacién Mundial de la Salud fue
publicada en 1986%. Desde entonces se han realizado numerosas revisiones??’ siendo la mas
reciente de 2018%. Esta nomenclatura establece que los alérgenos se nombran con las tres
primeras letras del género, la primera letra de la especie y un ntimero arabigo. Alérgenos de la
misma fuente se clasifican en grupos bioquimicos, designados con un ntimero ardbigo que en
general indica el orden cronolégico de su identificaciéon. En la medida de lo posible, a alérgenos
de diferentes especies (relacionadas a nivel taxonémico) que pertenezcan a la misma familia
bioquimica de proteinas se les asignara el mismo ndmero.

Atendiendo a criterios de prevalencia, los alérgenos se clasifican en “alérgeno mayor” o
“alérgeno menor” en base a si mas o menos del 50 % de los pacientes testados presentan IgE
especificas contra el mismo respectivamente?31,

Los alérgenos de las diferentes especies de gramineas presentan grandes similitudes fisico-
quimicas que explican la gran reactividad cruzada entre ellas.

Segtn la lista oficial del Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos de la Unién Internacional
de Sociedades Inmunolégicas (I.U.LS.), existen reconocidos en la actualidad 9 alérgenos de
Phleum pratense: Phl p 1, Phl p 2, Phl p 4, Phl p 5, Phl p 6, Phl p 7, Phl p 11, Phl p 12 y Phl p 13
(http:/ /www.allergome.org). A continuacién, se describen los alérgenos de Phleum pratense
clasificados segtn su grupo.

Grupo 1

Phl p 1?432-% es un alérgeno mayor del polen del grupo 1, los determinantes alérgenos
predominantes en gramineas. Esta familia de alérgenos esta presente en todas las especies de
gramineas® con un porcentaje de reconocimiento de alrededor del 90 %3> y una alta reactividad
cruzada.

Los alérgenos del grupo 1 de gramineas son proteinas glicosiladas que muestran entre el 60
% y 70 % de identidad de secuencia con las expansinas, una familia de proteinas implicadas en la
remodelacién de la pared celular (induciendo la extensibilidad y el relajamiento de la tensién en
las paredes celulares de las plantas).

Phl p 1 es una beta-expansina de 27 kDa (Figura 1.5) que presenta un 85 % de identidad de
secuencia y mas de un 90 % de homologia con Lol p 1 (Lolium perenne, ballico) y Hol 1 1 (Holcus
lanatus)®. Phl p 1 contiene la mayor parte de los epitopos IgE y linfocitos T de los alérgenos del
grupo 1 de gramineas3338,
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Figura 1.5. Estructura tridimensional de Phl p 1. Resuelta mediante cristalografia de rayos X (DOI:
10.2210/pdbIN10/pdb).

Grupo 2

Phl p 22439-43 (Figura 1.6) pertenece a una amplia familia de alérgenos menores denominada
“grupo 2/3” reconocidos por el 40-60 % de los pacientes sensibilizados.

En este grupo se incluyen proteinas no glicosiladas de 10 a 12 kDa (unos 95-98 aminoéacidos)
que presentan un 85-90 % de identidad de secuencia entre especies. Los alérgenos de los grupos
2 y 3 comparten un alto grado de homologia de secuencia con el extremo C-terminal de los
alérgenos del grupo 1, pero difieren lo suficiente como para presentar diferente reconocimiento
por parte de los anticuerpos?-.

Figura 1.6. Estructura tridimensional de Phl p 2. Resuelta mediante cristalografia de rayos X (DOI:
10.2210/pdbTWHO/pdb).

Grupo 4

Phl p 4%4-46 pertenece al grupo 4 de alérgenos de gramineas. Los alérgenos de este grupo se
identificaron originalmente en P. pratense, L. perenne y D. glomerata. Son glicoproteinas basicas de
entre 50 y 67 kDa.

E1 80 % de los individuos sensibilizados al polen de gramineas muestran reactividad IgE al
grupo 4%. El 10-15 % de su peso esta compuesto por carbohidratos, por lo que parte de la
respuesta IgE podria estar directamente relacionada con esta parte de la estructura de la proteina.
Este grupo de proteinas se localiza en la pared del polen y, en el caso de la hierba timotea (Phl p
4) y el polen de abedul, también en el citoplasma.

Grupo 5

Phl p 5%43347-49 (Figura 1.7) es un alérgeno mayor y uno de los mds reactivos de los alérgenos
del grupo 5 provocando rinitis alérgica y asma bronquial en los pacientes alérgicos al polen. Los
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alérgenos del grupo 5 parecen ser exclusivos de la subfamilia Pooideae. Se ha encontrado una
prevalencia de sensibilizacion del 65 al 85 % en individuos alérgicos a gramineas en regiones
templadas#65051. Muestran un tamafio similar al grupo 1, con un tamafio aparente de entre 27 y
33 kDa en SDS-PAGE.

“u_ v

Se han descrito dos isoformas de Phl p 5, denominadas “a” y “b” con una divergencia de
secuencia de 25-30 %2+52. Phl p 5b (de 26.1 kDa y con un pl de 5.99), pese a ser mas pequefia que
Phl p 5a (28.7 kDa, con un pl de 6.89) muestra un epitopo de unién a IgE mas que Phl p 5a.

Se han resuelto las estructuras del extremo C-terminal de Phl p 5b y de Phl p 5a por
cristalografia de rayos X y por resonancia magnética nuclear respectivamente5>*. Cada
fragmento de proteina forma un dominio globular plegado consistente en 4 hélices en una
topologia similar a la del citocromo c. La estructura cristalizada del fragmento de Phl p 5b
muestra un dimero, unido covalentemente por un puente disulfuro establecido entre dos
residuos de cisteina.

El papel bioldgico y funcional de los alérgenos del grupo 5 todavia se desconoce, aunque
podrian ser ribonucleasas®®.
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Figura 1.7. Estructura tridimensional de Phl p 5. Panel izquierdo: Phl p 5a (DOI: 10.2210/pdb2Mé4/pdb). Panel
derecho: Phl p 5 b (DOI: 10.2210/pdb1L3P/pdb).

Grupo 6

Phl p 6 es una proteina no glicosilada con punto isoeléctrico acido de un tamafio aparente
de unos 11 kDa. Pertenece al grupo 6 de alérgenos del polen, cuyos miembros s6lo han sido
identificados en Phleum pratense y Poa pratensis. Phl p 6 tiene homologia con los alérgenos del
grupo 5, con un 60 % de identidad con el extremo C- terminal de Phl p 5 (con regiones incluso del
90 % de identidad)®¢. El anélisis de Phl p 6 recombinante revela una estructura secundaria alfa-
helicoidal, en concordancia con la estructura cristalizada de la secuencia C-terminal homoéloga de
Phl p 5b5+57. Es reconocido por el 60-70 % de los pacientes sensibilizados a polen de gramineas,
por lo que es considerado alérgeno mayor. Debido a su semejanza, es posible que Phl p 5y Phl p
6 potencien la respuesta inmune entre si y que el reconocimiento de Phl p 6 por parte de los
anticuerpos IgE represente, en parte, reactividad cruzada con Phl p 5.

Grupo 7

Phl p 7 (Figura 1.8) es un alérgeno menor reconocido por aproximadamente un 10 % de los
pacientes sensibilizados. Su masa teérica es de 8.6 kDa y su punto isoeléctrico teérico es 4.2. Su
secuencia comprende dos dominios fijadores de calcio (2-EF-hand), por lo que se ha definido
como una nueva clase de proteinas 2-EF-hand denominadas polcalcinas.

11
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Figura 1.8. Estructura tridimensional de Phl p 7. Resuelta mediante cristalografia de rayos X (DOI:
10.2210/pdb1K9U/pdb).

Grupo 11

Phl p 11 pertenece al grupo 11 de alérgenos del polen, y es una glicoproteina de 18 kDa con
un contenido en carbohidratos que constituye el 8 % de su peso molecular. Phl p 11 presenta
similitud estructural con el inhibidor de tripsina de la soja, aunque carece de actividad
enzimatica®.

Phl p 11 ha sido clonado y producido como proteina recombinante en E. coli® demostrando
actividad alergénica. La secuencia cDNA codifica para una proteina de 143 aminoacidos con un
95 % de identidad de secuencia con Lol p 11. La prevalencia de sensibilizacién a Lol p 11 es del
orden del 66 % en pacientes alérgicos al polen de gramineas, de los que aproximadamente un
tercio también muestra union de IgE contra carbohidratos, lo que sugiere que una porcién de la
respuesta IgE a Lol p 11 esta dirigida contra la porcién glucidica del alérgeno.

Grupo 12

Los alérgenos del grupo 12 son miembros de la familia de las profilinas, proteinas de unién
a actina involucradas en el equilibrio dindmico de ensamblaje del citoesqueleto de actina. Esta
familia (muy conservada) esta presente en todas las células eucariotas®!. Muestran un 15-30 % de
unioén a IgE en pacientes alérgicos al polen!946.

La secuencia de cDNA de Phl p 12, originalmente denominada Phl p 11663, codifica para
una proteina de 131 aminoacidos con un peso molecular de 14.2 kDa y un pl de 5.0. Ha sido
expresado en E. coli y la proteina recombinante ha demostrado ser comparable a su homélogo
natural con respecto a su capacidad de fijacion de anticuerpos IgE®.

Grupo 13

Phl p 13 pertenece al grupo més recientemente identificado®. Es una proteina de 55 kDa,
capaz de fijar IgE en el 50 % de los pacientes sensibilizados a polen de gramineas. La secuencia
de aminoacidos de Phl p13 revela una identidad de alrededor del 70 % con la poligalacturonasa
del polen de Zea mays®>. Las poligalacturonasas son enzimas degradadoras de pectinas
involucradas en el recambio y remodelado de la pared celular.

Resumen

En la Tabla 1.1 se resumen las funciones biolégicas, masa relativa y frecuencia de unién a
IgE de los alérgenos de Phleum pratense.
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Tabla 1.1. Resumen de los alérgenos de Phleum pratense. Se muestra la funcion biolégica, la masa relativa (Mr) y la
frecuencia de union a IgE de cada alérgeno de Phleum pratense.

Alérgeno | Alérgeno mayor [ Alérgeno menor| Funcién biolégica [ Mr (kDa) | Frecuencia de reconocimiento IgE (%)
Phlp 1 \/ . Beta-expansina 27 96 %

Phl p 2 - N - 10-12 40-60 %

Phlp 4 V - 55 80%

Phlp 5 J - Ribonucleasa 32 80 %

Phlp 6 J - - 11 60-70 %

Phlp 7 - N Polcalcina 6-8.6 10 %

Phlp 11 - v - 20 -

Phlp 12 - V Profilina 14 15-30 %

Phl p 13 - V Poligalacturonasa 55 50 %

Prevalencia

Alta

Baja l

Baja Alta Potencia alergénica

Figura 1.9. Prevalencia y potencia alergénica de los grupos de alérgenos de gramineas. Se muestran los alérgenos de
gramineas ordenados segin su potencia alergénica (eje de abscisas) y su prevalencia (eje de ordenadas).

En la Figura 1.9 se constata que los grupos 1 y 5 de gramineas son los que presentan la mayor
potencia alergénica, asi como la mayor prevalencia, por lo que constituyen el objetivo clinico
prioritario a la hora de tratar la alergia a gramineas.

1.3. INMUNOTERAPIA

1.3.1. Introduccion

El objetivo de la inmunoterapia no sélo es la reduccién de los sintomas y de la necesidad de
tratamiento farmacoldgico, sino la completa supresion de la reaccién alérgica que provoca la
enfermedad, frenando de este modo tanto el avance de la enfermedad como el desarrollo de
enfermedades asociadas (por ejemplo, asma).

La inmunoterapia, también conocida como inmunoterapia especifica (ITE), inmunoterapia
especifica con alérgeno (ITA), desensibilizacién o vacuna para alergia®, consiste en la
administracion de cantidades crecientes del alérgeno (normalmente extractos alergénicos
completos) que provoca la alergia en el paciente, hasta una dosis maxima que se mantiene
durante varios afios (normalmente de 3 a 5 afios) con el objetivo de modular la respuesta inmune
mediada por IgE. El origen se remonta a principios del siglo XX, cuando Leonard Noon en 1911¢”
publica un trabajo en el que describe la eficacia de inyecciones repetidas de un extracto de polen
para tratar a pacientes con fiebre del heno.
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Las vias de administracién mas frecuentes son: subcutanea (SCIT, del inglés subcutaneous
immunotherapy)® y sublingual (SLIT, del inglés sublingual immunotherapy)®, si bien existen otras
vias alternativas en fase experimental como la intradérmica?.

1.3.2. Mecanismo de la inmunoterapia

Las células presentadoras de antigeno juegan un papel fundamental en el mecanismo de la
inmunoterapia, ya que absorben y procesan los alérgenos para inducir una reaccién inmune
especifica al alérgeno. En condiciones de alta concentracién de antigeno (inmunoterapia) las
células presentadoras de antigeno promueven un desvio desde una respuesta Th2 (que seria la
respuesta inmune caracteristica de la alergia) hacia una respuesta Th0/Thl, con la consecuente
elevacién de los niveles de IFN-y (Figura 1.10)71.

Inmunoterapia
(alta concentracion de
alérgeno)

B call \

IL-4"

\
m

Exposicién natural al
alérgeno (baja .
concentracién de  ———¥= APC —#  Th2 Alergia

antigeno) + IgE
IL-5

\l/

o

Eosindfilo
T |- - - Freg

IFN-y IL-10 TGF-p

B (B B
2y A

1 . «
IgG IgG4  IgA

Figura 1.10. Mecanismo de accion de la inmunoterapia especifica. Las flechas azules representan la via de la respuesta
inmune a una exposicién natural al alérgeno (baja concentracién de antigeno e IgE). Las lineas rojas sélidas
representan inhibicion (altas dosis de antigeno). Las lineas punteadas representan posibles mecanismos de accion.
Tomado de Robinson, Larché, & Durham, 200472,

De este modo, en posteriores exposiciones naturales al alérgeno, se inhibe la respuesta
atépica de las células Th2. Este descenso en la activacién y proliferacion de las células Th2
provoca una menor producciéon de IL-4, con el consecuente descenso en la produccién de
inmunoglobulinas IgE por parte de las células B, asi como una menor produccién de IL-5,
suprimiéndose asi la activacién de eosindfilos, baséfilos y mastocitos?s.

Este desvio se ve reforzado ademds por la activacion de células T reguladoras (Treg)
productoras de IL-10 y TGF-P. Esto conlleva la produccién de anticuerpos IgG, 1gG4 e IgA. Los
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anticuerpos especificos de alérgeno IgG/IgG4 bloquean la captacién del antigeno (mediada por
IgE) por parte de las células presentadoras de antigeno, suprimiendo de este modo la reaccién
alérgica (respuesta Th2 dependiente de IgE). Acttian ademdas como anticuerpos bloqueantes
inhibiendo el entrecruzamiento del antigeno con los anticuerpos IgE unidos a los receptores de
los mastocitos, previniendo asi la degranulacién y la liberacién de histamina?.

En resumen, las células T reguladoras suprimirian la respuesta alérgica (de manera directa
o indirecta) a través de los siguientes mecanismos”3:

Inhibicién de mastocitos, basoéfilos y eosinoéfilos

Inhibicién de inflamacién de los tejidos

Inhibicién de la produccién de mucosidad

Inhibicion de las células dendriticas inflamatorias

Inhibicién de produccién de anticuerpos IgE e induccién de IgG4 (por parte de linfocitos B).

1.3.3. Limitaciones e inconvenientes de la inmunoterapia

La inmunoterapia, como ya hemos comentado, se basa en la aplicacién a pacientes alérgicos
de concentraciones crecientes de extractos alergénicos completos. El uso de extractos puede
conllevar, entre otros, problemas de heterogeneidad de la muestra, degradacién proteica,
contaminaciones, toxicidad y otros efectos secundarios.

Los extractos alergénicos son mezclas complejas de biomoléculas, principalmente proteinas,
glicoproteinas y carbohidratos, que se obtienen a partir de aquellas materias primas causantes de
la alergia. La composicién de los extractos alergénicos dependerd, por tanto, de la materia prima
o fuente de partida. Se ha observado que el contenido, la concentracién y la proporcién de cada
alérgeno del extracto varia en gran medida debido a diversos factores’. Por ejemplo, el contenido
alergénico en el polen varia dependiendo del lugar de procedencia, y de factores
medioambientales como la época del afio o la exposicién a contaminacién’®. Varios estudios han
demostrado que extractos alergénicos de diferentes fabricantes contienen cantidades variables de
alérgenos e incluso carecen de algunos alérgenos importantes””78. El contenido en Phl p 1, por
ejemplo, suele ser bastante bajo, con lo que el alérgeno mds frecuentemente reconocido por los
pacientes, Phl p 1, apenas estad representado en los extractos alergénicos de gramineas. El otro
alérgeno mas frecuentemente reconocido en pacientes alérgicos a gramineas, Phl p 5, muestra la
mayor variabilidad en contenido (llegando hasta una diferencia de 20 veces de unos extractos a
otros).

La presencia de proteasas en el extracto alergénico es otro problema ya que puede provocar
la degradaciéon de alérgenos y la modificacion, por tanto, de la actividad alergénica y la
inmunogenicidad del extracto. Los inhibidores de proteasas, que podrian solventar este
problema, presentan efectos secundarios que desaconsejen su uso, por lo que no se pueden
emplear en los extractos.

Algunos alérgenos son téxicos y a altas concentraciones podrian inducir reacciones
inflamatorias en sujetos no sensibilizados?.

Los extractos alergénicos pueden contener contaminantes de otras fuentes alergénicas. Por
ejemplo, el polen de una especie de planta en concreto podria estar contaminado con polen de
otras especies o incluso con hongos. Se ha descrito la presencia de alérgenos de dcaros del polvo
en extractos alergénicos de caspa de perro®.

Por altimo, la administracién de alérgenos a pacientes alérgicos puede inducir efectos
adversos, que en el peor de los casos podria conllevar un shock anafilactico®!.

Por todo lo anteriormente mencionado, la evolucién de la inmunoterapia requiere sustituir
los extractos naturales por otros productos mas seguros, eficaces y reproducibles, que permitan
llegar a dosis méximas o efectivas.
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1.4. VACUNAS RECOMBINANTES HIPOALERGENICAS

1.4.1. Ventajas

La fabricacién de productos farmacéuticos para inmunoterapia requiere que éstos sean
especificos, seguros, reproducibles, eficaces e inmunogénicos.

Desde hace décadas, se han abordado diferentes soluciones a los inconvenientes y
limitaciones de la inmunoterapia con extractos alergénicos. Por ejemplo, se emplea el hidréxido
de aluminio como adyuvante en vacunas para reducir el riesgo de desarrollo de reacciones
adversas tras la aplicaciéon de extractos alergénicos. Por una parte, el hidréxido de aluminio, al
unirse al antigeno, actda como depdsito (efecto depot) de modo que la liberacién del antigeno
ocurre lentamente y prolonga el tiempo de exposiciéon entre el antigeno y las células
presentadoras de antigeno. Por otra parte, el antigeno, que es una molécula soluble, pasa a
encontrarse embebido en una particula de gran tamafio, lo cual facilita la fagocitosis por parte de
las células presentadoras de antigeno®. No obstante, el uso de hidréxido de aluminio minimiza,
pero no elimina, las limitaciones asociadas al uso de extractos alergénicos.

Las vacunas recombinantes son la mejor alternativa al uso de extractos alergénicos porque
al realizarse en condiciones experimentales definidas, su produccién es mas reproducible, con
una calidad farmacolégica 6ptima y consistente. Una vacuna preparada a partir de proteinas
recombinantes, al ser moléculas perfectamente definidas y con alta pureza, permite controlar la
composiciéon alergénica con el alérgeno de interés a concentraciones conocidas, excluyéndose las
proteinas no alergénicas y otras biomoléculas que, presentes en extractos, pueden provocar
efectos secundarios adversos o nuevas sensibilizaciones. La estandarizacion de la vacuna estaria
totalmente definida y las dosis terapéuticas controladas.

Los alérgenos recombinantes, sin embargo, contienen los mismos epitopos reconocidos por
las células T y las IgE que los alérgenos naturales, de modo que, aunque tendran los mismos
efectos de inmunizacién, también podrian inducir los mismos efectos secundarios que los
alérgenos naturales. Para solventar esta eventualidad se han desarrollado formas hipoalergénicas
de algunas proteinas alergénicas empleando herramientas de biologia molecular para modificar
la secuencia de aminoacidos y por tanto la estructura terciaria de dichas proteinas, concretamente
de los epitopos IgE®. Diversos estudios han demostrado que la conformacién intacta de los
alérgenos es crucial para la unién de los anticuerpos IgE, de modo que la alteracion de la
estructura tridimensional conllevaria una reduccién de la capacidad de unién de IgE#.

Se han seguido diferentes estrategias para disefiar estas formas hipoalergénicas:
fragmentacion®86,  oligomerizaciéon®’,  hibridos®8%,  mutaciones y/o  deleciones®-2,
desnaturalizaciéon®. El objetivo de todas estas modificaciones es que las nuevas moléculas
mantengan la mayor parte de los epitopos especificos de alérgeno de los linfocitos T (induciendo
la respuesta IgG y manteniendo asi la inmunogenicidad), pero que induzcan una menor
producciéon de anticuerpos IgE (reduciendo asi la alergenicidad) que la versién natural. La
reduccién en la alergenicidad permitirfa administrar dosis mas altas durante el tratamiento de
inmunoterapia, y lograr, con un menor ntimero de inyecciones, una mayor produccién de
anticuerpos IgG especificos de alérgeno.

1.4.2. Fabricacion GMP de una vacuna recombinante

Las proteinas recombinantes que tienen como objetivo ser empleadas como productos
farmacolégicos se deben fabricar, bajo estindares de Buenas Précticas de Fabricacion (GMP, Good
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Manufacturing Practice), existiendo diversos sistemas para su produccion: bacterias, levaduras,
células de insecto o células de mamifero. El sistema mas extendido es Escherichia coli por la
facilidad y el bajo coste de produccién en este sistema de altas cantidades de proteina. Tras
disefiar el vector de expresion e introducirlo en el sistema elegido, se genera el banco celular
maestro (MCB, Master Cell Bank) a partir de un solo clon transformado y se conserva congelado
en glicerol. Esto garantiza la reproducibilidad de la produccién ya que se parte del mismo lote de
células para la fabricacién de mdltiples lotes del producto farmacéutico.

El proceso industrial de fabricacién de una vacuna recombinante se divide en dos etapas
principales: Upstream Process (USP) y Downstream Process (DSP).

La primera etapa (USP) incluye el crecimiento celular, la expresién de la proteina y
recoleccion de la biomasa. Para el crecimiento bacteriano, lo mis comun es un cultivo de alta
densidad en modo semicontinuo en un fermentador o biorreactor, llegdndose a alcanzar
densidades 6pticas para E. coli de mas de 100 UA.

La segunda etapa (DSP) incluye la purificaciéon de la proteina recombinante mediante
diversas etapas cromatograficas como, por ejemplo, intercambio iénico, interaccién hidrofébica
o tamizado molecular.

Durante el desarrollo del proceso de produccién y purificacion de la proteina recombinante,
asi como una vez el proceso ha sido desarrollado y se fabrican lotes comerciales, la proteina final
purificada, asi como los productos intermedios durante la produccién, son analizados mediante
diversas técnicas analiticas para comprobar sus atributos de calidad (identidad, cantidad,
homogeneidad, estabilidad, estado de agregacién, contenido en endotoxinas, proteinas de la
célula hospedadora, etc.

La industria farmacéutica, en sus procesos de fabricacién y para asegurar la calidad de los
productos farmacéuticos, ha evolucionado desde la calidad por ensayo (QbT, Quality by Test)
hacia la calidad desde el disefio (QbD, Quality by Design) que fue propuesta por primera vez en
1992 por Joseph Juran en su libro “Juran on quality by design: the new steps for planning quality into
goods and services” .

La Calidad desde el Disefio (QbD) es una estrategia de fabricacién que basa la calidad del
producto, no tanto en la comprobaciéon de sus especificaciones, como en un conocimiento
profundo del producto y del proceso de fabricacion y un control exhaustivo del proceso,
apoyados en conocimientos cientificos sélidos y el analisis de riesgos®. Es por ello que requiere
comprender cémo las variables del proceso y la formulacion influyen en la calidad final del
producto.

La Calidad desde el Diseo, en el sector farmacéutico, identifica las caracteristicas que son
criticas para la calidad desde la perspectiva del paciente, las traduce en los atributos que el
producto farmacolégico debe poseer, y establece como se pueden modificar los parametros
criticos de proceso para producir sistematicamente un producto farmacolégico con las
caracteristicas deseadas.

La estrategia incluye los siguientes principios®:

- Definir el perfil de calidad del producto (QTPP, Quality Target Product Profile)
- Disenar el producto y los procesos de fabricacion

- Identificar los atributos criticos de calidad (CQAs, Critical Quality Attributes) y los parametros
criticos de proceso (CPPs, Critical Process Parameters)

- Controlar el proceso de fabricacién para mantener una calidad constante a lo largo de la vida
del producto.

El perfil de calidad del producto consiste en un resumen de las caracteristicas de calidad del
producto farmacéutico que idealmente se alcanzaran para asegurar que la calidad deseada y, por
tanto, la seguridad y la eficacia del mismo se consiguen.
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Los atributos criticos de calidad (CQAs) son las propiedades o caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas o microbiolégicas de un producto, que deben encontrarse dentro de un
determinado limite o intervalo, que asegure la calidad deseada para el producto.

Los pardmetros criticos de proceso (CPPs) son los parametros de proceso cuya variabilidad
tiene impacto en un atributo critico de calidad y que por tanto deben ser monitorizados o
controlados para asegurar que el proceso produce la calidad deseada en el producto.

Un anadlisis de riesgos apropiado, que permita identificar como afecta la variabilidad de las
variables de entrada (como los pardmetros criticos de proceso) sobre el producto final,
determinard el espacio de disefio en el que la fabricacién del producto permite obtener con
garantias los atributos criticos de calidad del producto final. Los resultados que definan los
limites del espacio de disefio se conseguirdn a partir de un disefio estadistico de experimentos,
(DoE, Design of Experiments), dentro de un estudio multivariante que debe considerar las
interacciones entre las variables criticas de entrada.

El disefio de experimentos (DoE) consiste en modelos estadisticos clasicos cuyo objetivo es
averiguar si unos determinados factores influyen en una variable de interés y, si existe influencia
de algun factor, cuantificar dicha influencia. Se denomina factor a cualquier variable de interés
para el experimentador cuyo posible efecto sobre la respuesta se quiere estudiar. Los niveles de
un factor son los tipos o grados especificos del factor que se tendrén en cuenta en la realizacién
del experimento.

1.4.3. Vacuna recombinante hipoalergénica para el tratamiento de la alergia a
gramineas

El objetivo de este trabajo fue el disefio de un proceso robusto para fabricar una vacuna
recombinante hipoalergénica para el tratamiento de alergia a gramineas, basada en un hibrido de
los alérgenos mayores Phl p 1y Phl p 5 denominado QG31.

En el caso de fuentes alergénicas complejas que contienen varios alérgenos mayores, como
el caso del polen de gramineas, el hecho de fabricar una vacuna hibrida compuesta de fragmentos
hipoalergénicos derivados de los alérgenos conlleva mdltiples ventajas ya que permite
incrementar la inmunogenicidad de la vacuna con una menor cantidad de alérgeno.

Se decidi6 partir de los alérgenos Phl p 1 y Phl p 5, debido a que, como se comento6 en el
apartado “1.2.2. Alérgenos de Phleum pratense”, éstos son los alérgenos predominantes en
gramineas, con la mayor prevalencia y potencia alergénica (Figura 1.9).

Los beneficios que podria reportar esta vacuna con respecto a vacunas basadas en complejos
extractos alergénicos de gramineas son:

- Especificidad, al contener sélo las proteinas a la que el individuo es alérgico.

- Reproducibilidad, al ser el principio activo expresado por una bacteria (E. coli) siempre con
la misma secuencia de aminoécidos y por tanto con idéntica estructura primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria.

- Seguridad, al tener caracteristicas hipoalergénicas.

- Inmunogenicidad, al tratarse de una proteina quimérica formada por la fusién de dos
alérgenos. Su mayor tamafio conllevara una mayor inmunogenicidad que los alérgenos
naturales por separado, dando lugar a una mas acentuada respuesta de formacién de
anticuerpos especificos IgG bloqueantes, claves en el mecanismo de accion de la
inmunoterapia.
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OBJETIVOS

La alergia al polen (polinosis) es una de las alergias mas comunes que afecta hasta a un 20 %
de la poblacién europea, siendo los pdlenes de gramineas los principales causantes de polinosis.
Para el tratamiento de la alergia, la inmunoterapia especifica con alérgenos (ITA) es la tnica
terapia modificadora de la enfermedad con efectos clinicos (mejoria de los sintomas) de larga
duracién. Sin embargo, los efectos secundarios de la administracién de extractos alergénicos
limitan la aplicacién extensiva de este tipo de inmunoterapia.

El objetivo de este trabajo ha sido la generacién de una novedosa vacuna para tratar la alergia
al polen de gramineas, a través del desarrollo de una inmunoterapia de segunda generacién
basada en proteinas recombinantes mediante la estrategia de hibridos hipoalergénicos. La
inmunoterapia basada en principios activos puros y debidamente caracterizados, permitird una
préctica clinica més segura y eficaz.

Dentro del objetivo general de obtener el principio activo de una vacuna contra la alergia a
gramineas, se especifican los siguientes objetivos:

- Disefiar la secuencia primaria de una proteina recombinante hibrida (QG31), basada en
la secuencia de los alérgenos mayores Phl p 1 y Phl p 5 que, manteniendo la respuesta
inmunogénica, presente una respuesta alergénica atenuada.

- Desarrollar y cualificar los métodos analiticos que permitan el desarrollo del proceso de
produccién de la molécula de interés, asi como su posterior control cuando dicho
proceso haya sido definido, asi como la caracterizacién de la molécula QG31 final.

- Generar un banco celular y desarrollar un sistema de expresiéon para la produccion, a
gran escala, de biomasa con la proteina QG31 sobreexpresada.

- Desarrollar, con un enfoque QbD (calidad por disefio, Quality by design), un robusto
proceso de sobreexpresién y purificacion de QG31 con un alto rendimiento, asi como
compatible con los requerimientos de pureza y contenido en endotoxinas formulados
por la Pharmacopoeia.

- Evaluar las caracteristicas bioquimicas, inmunogénicas y alergénicas de la proteina
purificada QG31 para certificar su idoneidad como sustancia activa de una vacuna
contra la alergia de gramineas.
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2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe el fundamento tedrico de los métodos analiticos que han sido
empleados en el desarrollo y obtencién de la molécula QG31.

2.1. TECNICAS RELACIONADAS CON LA SINTESIS DE PROTEINA.
ETAPA USP (UPSTREAM PROCESS)

2.1.1. Banco celular

Tras su disefio inicial, la sintesis y optimizacién de la secuencia de QG31 fue realizada por
GeneArt Gene Synthesis (ThermoFisher Scientific). Esta secuencia codificante de QG31 se
subcloné en el plasmido pET26b(+) (Novagen, Merck Millipore) (Figura 2.1) en los sitios de
restricciéon Nde I y EcoRI. El pldsmido de expresiéon resultante se transformé en la cepa de E. coli
BL21(DE3), generando la cepa productora BL21(DE3)/pET26b_QG31, que se utiliz6 en la fase de
prueba de concepto (PoC) y en la primera fase de desarrollo. También se gener6 una copia sin el
inserto de QG31 que se subcloné en el mismo plasmido con el objetivo de emplearla como control
negativo de la expresion.
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Figura 2.1. Mapa del plasmido pET-26b(+).

En la segunda fase de desarrollo, el gen codificante de QG31 fue insertado por ATUM
(www.atum.bio), en el plasmido pJ411, un plasmido de alto nimero de copias que contiene el
promotor inducible T7 y el gen de resistencia a kanamicina. La cepa E. coli LBP FTO (LeanBioPro,
Freedom To Operate) se transformé con el plasmido resultante, pJ411_QG31 (Figura 2.2, panel
izquierdo).

Para estudiar las proteinas contaminantes del hospedador especifico (HCPs, ver mas
adelante), se desarroll6 una cepa nula. Para ello, una secuencia de ADN sin sentido se insert6 en
el plasmido pJ411 (Figura 2.2, panel derecho) con el que se transform6 la misma cepa E. coli LBP
FTO empleada para la expresion de QG31.
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Plasmido
pJa11_QG31

Non- sense

Figura 2.2. Mapa del plasmido pJ411 con la secuencia codificante de QG31 (panel izquierdo) y sin ella (copia
“sin sentido”) (panel derecho).

Para generar el RCB (Research Cell Bank), la cepa transformada se crecié en un medio rico
hasta una densidad 6ptica a 600 nm (DOsno) de 2.5 £ 0.5 UA. El cultivo se centrifugé y las células
se resuspendieron a una concentraciéon de 3x100 UFC/mL en medio TB con un 30 % de glicerol
y se congelaron a -70 °C.

2.1.2. Producciéon de biomasa
a) Escala Erlenmeyer

Los primeros estudios de QG31 se realizaron con células BL21(DE3)/pET26b_QG31 en
cultivos a pequefna escala en matraz Erlenmeyer crecidos en un medio definido y sintético
(denominado MD01) suplementado con 30 ng/mL kanamicina.

La composicion del medio MDO1 fue:

- Solucién de macroelementos (110 mM H>KPOq, 32 mM NaCl, 28 mM (NH4)2SO4)

- Solucién fuente de carbono (22.5 g/L glucosa)

- Solucién fuente de magnesio (2 mM MgSOy)

- Solucién fuente de hierro (0.37 mM FeCls)

- Solucién trazas minerales (2.79 mM CaCly, 0.05 mM AICl;, 0.88 mM ZnCl,, 0.19 mM
CoCl,, 1.76 mM CuSOy, 0.05 mM H3BO3, 0.2 mM MnSOy, 0.03 mM NaxMoOy)

La expresion de la proteina QG31 se indujo con IPTG a una concentracién final de 0.8 mM y
se evalu6 la expresién de QG31 a 37 °Cy 30°C, a2y a4 h desde la induccién de la expresion.

La biomasa se recolect6 centrifugando a 10 000 xg durante 10 minutos a 4 °C. La biomasa se
resuspendié en 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, y se centrifugé una segunda vez a 3 800 xg durante 20
min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y el pellet (biomasa) se almacené a -20 °C.

Para su descongelacion, sobre el pellet se anadié 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 y se descongel6 a
temperatura ambiente. Las células se lisaron por ultrasonidos en el sonicador Branson 250
(Branson Ultrasonics) mediante una sonda de 10 mm de didmetro durante 5 minutos en ciclos de
0.5 s. A continuacion, el lisado bacteriano se clarificé por centrifugacion a 13 000 xg durante 20
min a5 °C.
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b) Escala biorreactor

Para llevar a cabo la sobreexpresién de QG31 a gran escala se emple6 un biorreactor Biostat
B Plus (Sartorius) controlado por el software MFCS/win.

Las fermentaciones en biorreactor constan de dos fases o etapas (0o modos de cultivo):

- Fase discontinua (batch) (sin alimentacion). Se introduce en el biorreactor la carga total
del proceso de cultivo o fermentacién y se lleva a cabo el proceso productivo o la
fermentacion por el tiempo necesario

- Fase semicontinua (fed-batch). Consiste en mantener una linea de entrada o alimentacion
para que el sistema de cultivo tenga un producto (biomasa) con méximo crecimiento
(exponencial) aumentando asi la productividad.

Durante la primera fase de desarrollo, tras descongelar una alicuota de la cepa
BL21(DE3)/pET26b_QG31, se inoculé un matraz Erlenmeyer de 0.5 L de capacidad con 100 mL
de medio MDO1 (pre-inéculo). El matraz se incubé a 37 °C con una agitacién de 250 rpm durante
12 h hasta una densidad éptica a 600 nm de 2.5 UA. A continuacién, se inocul6 el biorreactor, con
3 L de medio MDO01, suplementado con 0.1 mg/mL de kanamicina.

La fermentacién se llevé a cabo en las siguientes condiciones:

- Temperatura: 37 °C

- pH:70

- Oxigeno disuelto: 35 %

- Agitaciéon 500-1100 rpm

- Flujo de aire: 3 Ipm

- Flujo de oxigeno: 0 - 3 Ipm

Durante el proceso el pH se mantuvo a 7.0 £ 0.1 mediante la adicién de amoniaco (25 %) o
acido orto-fosférico (10 % HsPO,). Como antiespumante se empleé EX-CELL® Antifoam (Sigma-
Aldrich).

La velocidad especifica de crecimiento del cultivo, p, se calculé segiin la férmula:

u (h-l) = Ln(DO6OOﬁnal/ DO600injcial) / (tﬁnal - tinicial)
donde:

- w:la velocidad de crecimiento
- Ln DO600: el logaritmo neperiano de la densidad 6ptica a 600 nm
- t:tiempo

Las condiciones de las fermentaciones durante la segunda fase de desarrollo se explican en
el apartado “3. Resultados”.

La capacidad de retencién de pldsmido por la cepa transformada en ausencia de presién
selectiva (kanamicina) se analiz6 de la siguiente manera: a partir de una muestra del cultivo en
el biorreactor se hicieron diluciones decimales seriadas en solucién salina estéril (por triplicado).
Se plaquearon 100 uL de cada dilucién en placas Petri con medio LB-agar y se incubaron durante
24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacién se contaron las unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL).

De cada réplica de dilucién decimal seriada, se picaron 100 colonias y de cada colonia picada
se hizo una estria en una placa de LB agar + kanamicina y otra de LB agar. En la misma placa se
inocularon la cepa que contenia el plasmido de expresion y la cepa sin el plasmido de expresion
como control positivo y negativo, respectivamente.
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Tras incubar las placas durante 24 h a 37 °C, se calcul6 el porcentaje de retencion de plismido
como la proporcién de colonias crecidas en LB agar + kanamicina respecto a las crecidas en LB
agar®.

2.1.3. Lisis y clarificacion (escala biorreactor)

La biomasa procedente de la fermentaciéon, recogida mediante centrifugaciéon, se lisé
mediante el disruptor celular TS5/40/ AE/GA (Constant Systems Ltd.). Inicialmente el proceso
de lisis y clarificacion se realiz6 de la siguiente manera:

- Descongelacion de la biomasa durante 16 h a 2-8 °C.
- Resuspension en tampén 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 hasta una densidad 6ptica tedrica de
100 UA.
- Lisado en el disruptor:
o Primer pase a 1 000 bar de presion
o Segundo pase a 800 bar de presiéon
- Clarificado por centrifugacién a 13 000 xg y 5 °C durante 30 min
- Filtracién del sobrenadante a través de filtros AP (Millipore) de 2 pm de tamafno medio
de poro mediante vacio
- Filtracién a través de filtros en profundidad de 0.5 a 0.2 um de tamafio de poro Opticap
XL 150 capsule (Millipore)

El proceso de lisis y clarificacién en las fases posteriores de desarrollo se describira en el
capitulo “3. Resultados”.

2.2. TECNICAS RELACIONADAS CON LA PURIFICACION DE
PROTEINA - ETAPA DSP (DOWNSTREAM PROCESS)

La sobreexpresion de una proteina recombinante en cualquier hospedador requiere de su
posterior purificacién, proceso mediante el cual la molécula de interés se separa de los
componentes celulares tales como otras proteinas del hospedador, formas truncadas y/o
degradadas, oligémeros, endotoxinas, etc.

El proceso de purificacion de QG31 se llev6 a cabo mediante cromatografia, y se desarrollé
en base a las caracteristicas fisico-quimicas de la molécula: carga superficial neta (cromatografia
de intercambio iénico), hidrofobicidad (cromatografia de interaccion hidrofébica) y tamafio
(cromatografia de exclusién molecular).

La cromatografia es un método fisico de separacién, utilizada para el aislamiento de
compuestos (cromatografia preparativa) o la caracterizaciéon de mezclas complejas
(cromatografia analitica, que permite identificar y cuantificar los componentes de una mezcla).
La cromatografia separa los distintos componentes de una mezcla inicial en base al principio de
retencion selectiva.

Las etapas de cualquier cromatografia de afinidad (en las que hay unién entre los
componentes, en nuestro caso proteinas, de la muestra y la resina cromatogréafica) son:

- Equilibrado: acondicionamiento de la columna previa a la aplicaciéon de la muestra

- Aplicacién: introduccién de la muestra en la columna equilibrada
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- Lavado: eliminacién de las proteinas no retenidas a la resina (muestra no adsorbida o flow
through)

- Elucién: etapa en la que se separa la muestra adsorbida a la resina de la misma
- Lavado de la columna: eliminacién de toda muestra unida a la resina

- Reequilibrado: reacondicionamiento de la columna para un nuevo cromatograma

Las cromatografias analiticas que se llevaron a cabo durante este trabajo se realizaron en un
cromatégrafo AKTA FPLC Pure (GE Healthcare), y se detallan en el apartado “3. Resultados”.

Las cromatografias preparativas que se llevaron a cabo durante este trabajo se realizaron en
un cromatografo AKTA FPLC Purifierl00 (GE Healthcare) y se detallan a continuacién. Todos
los tampones y muestras empleadas en este apartado se filtraron por filtros con un tamarfio medio
de poro de 0.45 pm.

2.2.1. Cromatografia de intercambio idnico (IEX)

La cromatografia de intercambio iénico (IEX, ionic exchange chromatography) separa las
biomoléculas en base a su carga superficial neta. Las resinas de intercambio iénico constan de
particulas esféricas en cuya superficie se encuentran covalentemente unidos, mediante un linker
o espaciador, grupos iénicos cargados negativamente (catiénicos) o positivamente (aniénicos).

Las proteinas, al pH equivalente a su punto isoeléctrico no presentan carga neta y por ello
no pueden unirse a una fase sélida cargada. Sin embargo, por encima de su punto isoeléctrico, la
proteina tendra carga negativa y se unird a una resina cargada positivamente (intercambiador
anioénico), mientras que por debajo de su punto isoeléctrico la proteina tendra carga positiva y se
unird a una resina cargada negativamente (intercambiador catiénico).

Las proteinas se aplican sobre la fase sélida correspondiente en un tampén con el pH
adecuado y una reducida fuerza iénica, pues valores elevados de ésta dificultan la unién de
moléculas cargadas a resinas de intercambio iénico. Tras la unién de la molécula de interés a la
resina, se lleva a cabo un lavado de la muestra no unida, reequilibrando la columna en el tampén
inicial. Para eluir la proteina, se incrementa la fuerza iénica (concentracién de sal) rompiendo las
interacciones de las proteinas con los grupos quimicos de la resina. Este aumento puede ser
progresivo (consiguiendo liberar y separar a su vez proteinas que se unen a la resina, pero
difieren en su afinidad a la misma) o escalonado (en steps, liberando a la vez toda la fraccién
unida).

A lo largo del desarrollo para la obtencién del método 6ptimo de purificaciéon de QG31 se
emplearon tanto columnas de intercambio iénico comerciales (GE Healthcare) como columnas
empaquetadas manualmente a partir de carcasas vacias y las resinas de interés (GE Healthcare)
(Apartado “2.2.3. Empaquetado de columnas (escalado)”). En la Tabla 2.1. se muestran las
columnas y resinas utilizadas.

Tabla 2.1. Especificaciones de las columnas de intercambio iénico empleadas (GE Healthcare).

Tipo de intercambiador . Tamaio de Volumen de Altura de la Diametro | Flujo maximo
Columna . Ligando B )

ani6nico particula (um) | columna (mL) | columna (cm) | interno (cm) (cm/h)

HiTrap Q HP Fuerte - CH,N+(CHj3); 34 5.0 2.50 1.60 <600

HiScreen Capto DEAE Débil -N+H(CH,CHs), 90 47 10.00 0.77 <700

HiScreen Q sepharose FF Fuerte -N+(CHjs) 90 4.7 10.00 0.77 <450
Resina CaptoDEAE en .

-N+ <
cocacn XK26/20 Débil N+H(CH,CHa), 90 53.0 10.00 2.60 700

En el apartado Resultados se detallaran las condiciones (tampones y flujos) en las que se
emplearon dichas resinas y columnas. El maximo flujo y presiéon son especificaciones técnicas
fijadas para cada columna.
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2.2.2. Cromatografia de interaccién hidrofébica

La cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC, Hydrophobic Interaction Chromatography)
separa las proteinas en base al grado de hidrofobicidad. Las resinas de interaccién hidrofébica
constan de particulas esféricas en cuya superficie se encuentran covalentemente unidos, mediante
un linker o espaciador, grupos hidrofébicos. La mayor parte de las proteinas se componen de
grupos cargados en su superficie y nticleos hidrofébicos. En condiciones de alta fuerza iénica se
favorecen las interacciones hidrofébicas entre las proteinas y la resina hidrofébica. De modo
inverso a lo que sucede en las cromatografias de intercambio iénico, para eluir las proteinas
unidas, se disminuye de modo gradual dicha fuerza iénica reduciendo la concentracién de la sal,
lo que conlleva la separacién paulatina de las diferentes proteinas segin su grado de
hidrofobicidad.

A lo largo del desarrollo para la obtencién del método 6ptimo de purificacién de QG31 se
emplearon tanto columnas de interaccién hidrofébica comerciales (GE Healthcare) como
columnas empaquetadas manualmente (GE Healthcare) (Apartado “2.2.3. Empaquetado de

”

columnas (escalado)”). En la Tabla 2.2. se muestran las columnas y resinas utilizadas.

Tabla 2.2. Especificaciones de las columnas de interaccion hidrofébica empleadas (GE Healthcare).

Col Lisand Volumende | Altura dela Diametro Tamaiio de | Flujo maximo
olumna igando columna (mL) | columna (cm) | interno (cm) [ particula (pm) (cm/h)
HiTrap Phenyl (HP) Fenil —0—O) 5.0 25 1.60 34 <150
Hiscreen Capto Phenyl Fenil 47 10.0 0.77 40 <220
Hiscreen Phenyl Sepharose Fenil —O—@ 47 10.0 077 34 <150
(HP)
HiScreen Capto Butyl Butil 4.7 10.0 0.77 75 <600
Hi 1seph
iSereen Octyl sepharose Octil 47 100 0.77 90 <240
Fast Flow
Resina Phenyl Sepahrose HP .
—_O— <
B Fenil —0—Q)| 201 10.0 1.60 34 150

En el apartado Resultados se detallaran las condiciones (tampones y flujos) a las que se
emplearon dichas resinas y columnas.

2.2.3. Empaquetado de columnas (Escalado)

El escalado de las columnas de cromatografia se llev6 a cabo empaquetando resina comercial
en carcasas XK26/20 y X16/60 para las cromatografias de intercambio iénico e interaccion
hidrofébica respectivamente. Una vez afiadido el volumen necesario de resina en cada carcasa 'y
empaquetada ajustando el cierre de la columna se llevé a cabo un test de empaquetado para
analizar la eficiencia del mismo. Este test consistio en la aplicacién de un flujo lineal de 150 cm/h
siendo la fase mévil 0.4 M NaCl en agua y la inyeccién 1 mL de 0.8 M NaCl en agua (para la resina
de interaccién hidrofébica) y 0.2 mL de 2 M NaCl en agua purificada (para la de interaccién
hidrofébica).

Para cada columna empaquetada, se analiz6 la asimetria del pico (Figura 2.3) al 10 % de la
altura del pico obtenido en el test de empaquetado, cuyo resultado se muestra en el apartado
correspondiente del capitulo “3. Resultados”.
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01 %04 o
Figura 2.3. Asimetria de un pico cromatografico. Ecuacién para el calculo de la asimetria.

2.2.4. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular (SEC, Size Exclusion Chromatography) separa las
moléculas en base a su tamafo (radio hidrodindmico), siendo la tinica cromatografia en la que la
molécula de interés no se une a la resina. La superficie de las particulas esféricas que componen
las diferentes resinas SEC es inerte y hueca, con multiples conductos internos que permiten la
separacion de moléculas que se diferencian por su radio hidrodindmico. Cada resina SEC separa
un diferente rango de radio hidrodindmico. Un subtipo de cromatografia SEC es la cromatografia
de desalado (DSC), que separa tnicamente dos fases: moléculas pequefias como sales de
moléculas superiores a = 5 kDa. En el proceso de obtencién de QG31 se empled la columna de
DSC HiPrep 26/10 Desalting (GE Healthcare) como tltimo paso en la obtencién del producto
terminado.

2.2.5. Placas Predictor

Las placas Predictor (GE Healthcare) son placas de 96 pocillos que contienen resina
cromatogréfica en la parte inferior de cada pocillo. Dos filtros hidrofilicos se encuentran en las
posiciones inmediatamente superior e inferior a la resina, actuando de tapén para que no se
pierda la resina, pero permitiendo que el flujo liquido la atraviese. Cada pocillo funciona
tedricamente como una columna cromatogréfica individual, lo que permite analizar
simultdneamente multitud de condiciones en un tnico soporte, reduciendo con ello el uso de
material y el tiempo de experimentacion.

En la fase de desarrollo de la purificacion de QG31 se emplearon los siguientes kits:

- Placas Predictor CIEX (GE Healthcare)
- Placas Predictor AIEX (GE Healthcare)

El esquema de trabajo con las placas Predictor se muestra en la Figura 2.4.

Resi Lavado / Lavar Eluir
esina  equilibrado  Muestra 1-3 veces 1-3 veces

[ a— [ a— — ” —1 a1 —
Incubacion ) —
e — * > > =
Agitacion Agitacion Agitacion Agitacion
Filtracion por vacio

Y
Eliminar c:_:} c:__] [‘_‘:)
S A

—

Analizar

PreDictoens Copto I"ﬂ

Filtracién por vacio

Figura 2.4. Esquema de trabajo con las placas Predictor. Modificado de GE Healthcare.
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2.3. METODOS ANALITICOS

El desarrollo de métodos analiticos es la primera fase en el desarrollo de cualquier producto
farmacéutico. En el presente trabajo, en ocasiones se parti6 de métodos ya parcialmente
establecidos, mientras que otras metodologias se debieron desarrollar en su totalidad.

2.3.1. SDS-PAGEy tincidon de coomassie

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, Polyacrylamide gel electrophoresis) consiste
en separar las proteinas (en condiciones desnaturalizantes por la adicién de SDS) mediante la
aplicacion de un campo eléctrico, que provoca su movilidad electroforética a través de una red
de acrilamida. Tras su migracién se pueden tehir todas las proteinas que han migrado o
identificar proteinas concretas mediante anticuerpos (ver apartado 2.3.2. Western blot).

La movilidad electroforética de una proteina depende de la longitud de la cadena
polipeptidica, carga y modificaciones postraduccionales, asi como otros factores). El detergente
SDS desnaturaliza las proteinas y las recubre, confiriéndoles una carga negativa teéricamente
proporcional a su masa, y estas migran hacia el &nodo tras aplicar una corriente eléctrica. Como
agente reductor puede emplearse (0 no) el p-mercaptoetanol (B-ME), segtin si se desea romper o
no los puentes disulfuro. El B-ME rompe los puentes disulfuro de las proteinas, de modo que en
caso de proteinas que oligomerizan, al emplear B-ME en el gel se visualizarian las unidades
simples, mientras que en geles sin B-ME se veria el tamafio del oligémero (en caso de que los
oligémeros estén unidos por puentes disulfuro).

Se sigui6 el método de desarrollado por Laemmli aplicando tanto las modificaciones
sugeridas por los fabricantes del sistema de electroforesis utilizado MINI-PROTEAN® (Bio-Rad),
como las derivadas del desarrollo y optimizacién del método durante el transcurso de este
trabajo.

Para cubrir diferentes rangos de pesos moleculares, se emplearon geles del 12.5 % de
acrilamida y del 8 % de acrilamida, utilizando en cada caso marcadores de pesos moleculares
diferentes. Para los geles al 12.5 % de acrilamida se emplearon los marcadores “Low Molecular
Weight Calibration kit for SDS Electrophoresis” (GE Healthcare), y para los geles al 8 % de
acrilamida se emplearon los marcadores “High Molecular Weight Calibration kit for SDS
Electrophoresis”” (GE Healthcare) (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Composiciéon de los marcadores de peso molecular para SDS-PAGE. Tabla izquierda: “Low Molecular
Weight Calibration kit for SDS Electrophoresis” (GE Healthcare). Tabla derecha: “High Molecular Weight Calibration
kit for SDS Electrophoresis” (GE Healthcare).

Proteina Peso molecular (kDa) Proteina Peso molecular (kDa)
Fosforilasa b 97 Miosina 220
Seroalbumina bovina 66 a- macroglobulina 170
Ovoalbumina 45 B-galactosidasa 116
Anhidrasa carbénica 30 Transferrina 76
Inhibidor de tripsina 20.1 Glutamato deshidrogenasa 53
a- lactalbamina 14.4

Tras su migracién a 150 V durante 60-70 min, los geles se tifieron durante 16 h en agitacion
con Coomassie [0.1 % (p/v) Coomassie Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich) en 40 % (v/v) metanol,
10 % (v/v) acido acético] con incubacién en agitaciéon. Transcurrido ese tiempo, los geles se
destifieron mediante 3 tandas de 20 min en agitacién en la disolucién: 40 % metanol, 10 % &acido
acético. La captura de las imagenes de los geles se realizé en el equipo G:BOX Chemi XL1.4
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(Syngene) y el analisis de densitometria de las bandas y el peso molecular de las mismas se realizé
con el software Genetools (Syngene).

2.3.2. Western blot

El Western blot, o inmunoblot, es una técnica analitica usada para detectar proteinas
especificas en una muestra determinada. En primer lugar, mediante una electroforesis en gel (ver
apartado anterior) se separan las proteinas. El gel de poliacrilamida se dispone encima de una
membrana adsorbente, tipicamente de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinilideno (PVDF), a la
cual se transfieren mediante la aplicacién de un segundo campo eléctrico. Posteriormente, la
membrana con las proteinas transferidas es incubada con anticuerpos especificos que se unen a
la(s) proteina(s) de interés, y mediante una actividad enzimatica (frecuentemente asociada a
fluorescencia) permite detectar especificamente la proteina de interés donde ha producido la
union antigeno-anticuerpo.

Tras la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (como en el caso de SDS-PAGE
y Coomassie se emplearon geles de 12.5 % de acrilamida y de 8 % de acrilamida), las proteinas se
transfirieron a membranas PVDF Immun-Blot (Bio-Rad) en equipos “Trans-Blot Turbo Transfer
System” (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con PBS + Tween20 0.05 % + Leche 5 % durante
1 h a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con el anticuerpo especifico de captura
para la deteccién durante 16 h a 4 °C en agitacién. Tras lavar las membranas durante 1 h a
temperatura ambiente con PBS + Tween 0.05 %, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario (conjugado a peroxidasa) durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion. Para la
detecciéon se emple6 el revelador ECL Prime (GE Healthcare) (mediante incubacién de 5 min a
temperatura ambiente). La captura y andlisis de las imagenes de los geles se realiz6 como en la
técnica anterior de SDS-PAGE mediante el equipo G:BOX Chemi XL1.4 y el software Genetools
(Syngene).

Se testaron los siguientes anticuerpos de captura:

- Anticuerpo primario monoclonal Anti-Phl p 5 10B1 (purificado a partir del sobrenadante
de hibridoma (ratén) mediante cromatografia de afinidad a proteina G)

- Anticuerpo policlonal Anti-Phl p 5 (obtenido en conejos)

- Anticuerpo policlonal Anti-Lol p 1 (obtenido en conejos)

- Anticuerpo policlonal Anti-QG31 (obtenido en conejos mediante inyeccion de QG31
purificada durante el POC, ver mds adelante)

Seguin el anticuerpo de captura utilizado, se emplearon los siguientes anticuerpos
secundarios.

- Anti-IgG conejo-peroxidasa (Dako)
- Anti-IgG ratén-peroxidasa (Sigma-Aldrich)
2.3.3. Cromatografia analitica

Para caracterizar QG31 se llevaron a cabo dos tipos de cromatografias analiticas en el
cromatégrafo AKTA Pure 25 (GE Healthcare).

Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

Como ya se ha comentado anteriormente, el tamizado o exclusién molecular consiste en la
separaciéon por tamafio de las proteinas al atravesar una resina cromatografica con esferas
porosas. Las moléculas mds pequerias difunden mas por las oquedades interiores de las esferas y
eluyen de la columna maés tarde que las moléculas grandes que no penetran en dichas oquedades.
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Para analizar el estado oligomérico de QG31 se emple6 la columna Agilent Bio SEC-5 5 pm,
3004, 7.8 x 300 mm (Agilent) en el equipo AKTA Pure 25 (GE Healthcare). Inmediatamente antes
de su inyeccién, las muestras se filtraron con filtros Captiva Syringe (0.2 pm, 4 mm, PES; Agilent).

Como marcadores de peso molecular se emple6 “BEH200 SEC Protein Standard Mix”
(Waters) que contenia las proteinas recogidas en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Composicién de los marcadores de peso molecular “BEH200 SEC Protein Standard Mix” para cromatografia
de exclusion molecular (SEC).

Molécula Peso molecular (kDa)
Tiroglobulina 669
1gG 150
BSA (seroalbumina bovina) 66
Mioglobina 17
Uracilo 0.11

Cada vial de marcadores se resuspendi6 en 500 pL de 150 mM fosfato sédico, pH 7. Se diluy6
Y4 con el buffer de la fase moévil y se filtré por filtros Captiva Syringe (0.2 pm, 4 mm, PES; Agilent)
antes de aplicar en la columna.

Cromatografia de fase reversa

La cromatografia por fase reversa se basa en la separaciéon de moléculas por polaridad. La
fase estacionaria es una matriz apolar y como fase mévil se emplean mezclas de solventes polares
como agua o acetonitrilo. Las moléculas (proteinas en este trabajo) se unen a la fase estacionaria
mediante interacciones hidrofébicas y, de modo analogo a la cromatografia HIC, se disminuye
progresivamente la polaridad del solvente (sustituyendo el agua de la fase mévil por un solvente
organico como el acetonitrilo), liberando las proteinas de un modo gradual en funcién de su
afinidad por la fase estacionaria.

En las cromatografias de fase reversa, se emple6 acetonitrilo calidad HPLC (Scharlau) y
acido trifluoroacético (Merck). Las muestras se filtraron mediante filtros Captiva Syringe (0.2 pm,
4 mm, PES; Agilent) antes de ser inyectadas en la columna de fase reversa Agilent ZORBAX
300SB-C18 (4.6x250mm, 5um; Agilent) protegida con una pre-columna HPLC 300SB-C18
(Agilent) equilibrada en 0.1 % de trifluoroacético en agua ultrapurificada. La fraccién unida se
eluy6 en gradiente con 0.1 % de trifluoroacético en acetonitrilo.

2.3.4. Cuantificacion de proteina total por Bradford

Para determinar la concentracién de proteina total en las muestras, se emple6 la técnica de
Bradford en microplaca, basada en el método disefiado por Bradford® y fundamentado en el
desplazamiento de la longitud de onda de médxima absorcién que sufre el Azul de Coomassie G-
250 de 465 a 595 nm cuando se une a las proteinas. El colorante interacciona fundamentalmente
con aminodcidos basicos y aromaticos, especialmente residuos de arginina, aunque también con
residuos de histidina, lisina, tirosina, triptéfano y fenilalanina.

Como referencia para la recta patréon se empled la seroalbimina bovina (BSA, Sigma-
Aldrich).

En placas de 96 pocillos de baja afinidad (Greiner Bio One), en cada pocillo se afiadieron 50
uL de muestra, patrén o blanco, tras lo cual se afiadieron 200 pL del colorante [reactivo Bradford
(Bio-Rad Protein assay) diluido %]. Tras una incubacién a temperatura ambiente de 5 min se
cuantificé la absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas Sunrise (Tecan) con el software
Magellan.
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2.3.5. Cuantificacion de QG31 por el método de ELISA doble fase

Este inmunoensayo, que permite cuantificar de modo especifico proteinas individuales, se
basa en la fijacién en placas de ELISA (Greiner Bio One) de un anticuerpo de captura especifico
para la proteina a cuantificar (Figura 2.5). A continuacién, los pocillos son incubados con
diluciones del alérgeno de referencia o de la muestra. Seguidamente se afiade un segundo
anticuerpo marcado con biotina que se unird, del mismo modo que el primer anticuerpo
utilizado, a la proteina inmovilizada. Finalmente, tras la incubacién con estreptavidina conjugada
a peroxidasa que se une especificamente a la biotina (unida al segundo anticuerpo), y posterior
revelado con el sustrato, se construye una curva estindar que relaciona absorbancia y
concentracién de la proteina de interés en las muestras.

Las placas se tapizaron con el anticuerpo de captura (anticuerpo primario monoclonal Anti-
Phl p 5 10B1, disuelto en PBS) durante 16 h a 4 °C. A continuacién, se afiadieron las muestras, el
patrén y los blancos y se incub6 durante 1 h a 37 °C. Tras lavar las placas, se incubaron con
anticuerpo policlonal contra Phl p 5 marcado con biotina (Sigma-Aldrich) durante 1 ha 37 °C, y
tras lavar de nuevo, se incubaron con estreptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma-Aldrich)
durante 1 h a 37 °C. Para el revelado se emple6 SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich), y la
reaccion se paré con dcido sulftarico 3 M. La lectura de la absorbancia a 492 nm se realiz6 en el
lector de microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.

Las muestras, patrones y blancos, asi como el anticuerpo biotinado y la estreptavidina, se
prepararon en PBS-T-B (PBS, Tween 0.05 %, BSA 1 %). Los lavados se realizaron con PBS-Tween
0.05 %.

Sustrato A422 nm
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Figura 2.5. Esquema del ensayo de ELISA doble fase.

2.3.6. Cuantificacion de endotoxinas (LAL)

Las endotoxinas son un componente de la membrana externa de bacterias Gram negativas.
Estan compuestas por lipidos y polisacdridos y son estimulantes del sistema inmune, con un
potente efecto téxico, por lo que el uso de productos farmacéuticos basados en proteinas
recombinantes exige su cuantificacién y control por debajo de unos limites. El limite admitido en
la Farmacopea Europea es de 700 EU/ dosis, pero para cada producto farmacéutico se debe definir
el minimo nivel de endotoxinas que debe tener.

La técnica de cuantificacién de endotoxinas se basa en un lisado de amebocitos circulantes
del cangrejo herradura “Limulus Amebocyte Lysate” (LAL) y un sustrato sintético que produce
color para detectar cromogénicamente la concentracién de endotoxinas. Las endotoxinas de
bacterias Gram negativas catalizan la activacién de una pro-enzima en el lisado de amebocitos de
Limulus (LAL). La velocidad de activacién viene determinada por la concentracién de endotoxina
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presente, siendo lineal en rangos concretos. La enzima activa cataliza el corte del sustrato incoloro
Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-pNA liberando, en una reaccién dependiente de la temperatura, p-
nitroanilina (pNA), compuesto de color amarillo que se cuantifica a 405 nm tras haber parado la
reaccion.

Endotoxinas

Pro-enzima Enzima

Enzima

v

Sustrato + HxO» Péptido + pNA
La concentracién de endotoxinas en las muestras problema se calcula a partir de los valores
de absorbancia de soluciones que contienen concentraciones conocidas de endotoxinas.

El kit empleado fue “Limulus Amebocyte Lysate (LAL) QCL-1000, 120 Test kit” (Lonza), que
incluye un patrén de endotoxinas para preparar la recta patrén, el lisado de Limulus Amebocyte y
el sustrato. La técnica exige emplear todo el material y disoluciones libres de pirégenos, por lo
que se utilizaron fungibles especificos para dicho uso, y todo el material empleado en el ensayo
o en la generaciéon de los tampones (vasos de precipitados, matraces, espatulas, moscas) se
despirogenizé a 160 °C durante 6 h o mediante una incubacién de al menos 16 h en NaOH 0.5 M.

En placas de 96 pocillos (apirégenas, LONZA) se anadieron, por pocillo, 50 pL de muestra,
patrén o blanco, méas 50 pL del lisado LAL. La placa se incub6 a 37 °C (en termobloque) durante
10 minutos. A continuacién, se afiadieron 100 pL del sustrato (pre-calentado a 37 °C) y se incub6
durante 6 min. La reaccién se par6é con SDS 10 % y la absorbancia a 405 nm se ley6 en el lector de
microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.

2.3.7. Cuantificacion de HCPs mediante ELISA

Las proteinas residuales de la célula hospedadora (HCPs, Host Cell Proteins) constituyen
impurezas de proceso derivadas del organismo hospedador (en nuestro caso E. coli) empleado
para la produccién de la proteina recombinante. Se debe reducir su proporcién al minimo posible
para evitar sus posibles efectos adversos como la inmunogenicidad *.

Para la cuantificacion de HCP se empled el kit “Immunoenzymetric Assay kit for the
measurement of E. coli Host Cell Proteins” (Cygnus Technologies). El kit estd desarrollado para
determinar la presencia de HCP de E. coli en productos producidos en E. coli %°. El método consiste
en incubar en los pocillos de la placa los estdndares (suministrados en el kit), muestras y blancos
junto con el anticuerpo anti-E. coli:HRP durante 90 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar
(con Wash Buffer 1x) e incubar con el sustrato TMB (tetramethyl benzidine) se afiade la solucién
de parada y se lee la absorbancia a 450 nm en el lector de placas Sunrise (Tecan) con el software

Magellan.
Los resultados de la recta patrén se ajustan a la ecuacion:
y=dar i
1+ QP

donde:

- aesel minimo valor que se puede obtener

- beslapendiente de la curva, pendiente de Hill

- ces el punto de inflexion (punto medio de la curva entre los valores a y d)
- des el maximo valor que se puede obtener

- yeslaabsorbancia a 450 nm

- xesla concentraciéon de HCPs.
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2.3.8. Dicroismo circular

El dicroismo circular es una técnica espectroscépica de absorcién que provee informacién
acerca de la estructura (normalmente secundaria pero también sobre la estructura terciaria) de
macromoléculas biolégicas. Esta técnica se basa en la absorcién diferencial de luz circularmente
polarizada por centros quirales (los carbonos a del enlace peptidico), pudiéndose determinar, a
partir del espectro de la muestra problema, la proporciéon de distintos tipos de estructura
secundaria (hélice a, hebra B, lazos y giros) para un polipéptido 1%. Tipicamente, la estructura en
a-hélice de las proteinas muestran dos minimos en su espectro de CD, uno a 222 nm y otro a 208
nm, mientras que las ladminas P adquieren un solo minimo a 216 nm. Por otro lado, la
conformacién desordenada (random coil) muestra un minimo a 200 nm (Figura 2.6).

Las medidas de dicroismo circular se realizaron en el Instituto Biofisika (Centro Vasco de
Biofisica, EHU/UPV-CSIC) en wun espectropolarimetro ]-810-150S (Jasco), controlado
térmicamente por un sistema Peltier PTC-423S acoplado a un sistema de circulacién Circulator C-
400.

Los espectros de dicroismo se realizaron con QG31 disuelta en solucién salina a una
concentracion de 9 uM en cubetas de cuarzo SUPRASIL QS de 0.1 cm de paso 6ptico (Hellma) a
20 °C, en el rango 190-250 nm, con una sensibilidad de 100 mdeg, una apertura de banda de 2 nm,
un tiempo de respuesta de 4 seg y una velocidad de barrido de 100 nm/min. Cada espectro se
obtuvo al promediar 5 barridos.

Los barridos de temperatura se realizaron en el rango 10-90 °C a una longitud de onda fija
de 222 nm, con tiempo de respuesta de 4 seg y una velocidad de calentamiento de 1 °C/min.

25F T T T T T 3
20
15
10

190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)

Figura 2.6. Espectro de dicroismo circular caracteristicos una estructura en a hélice (en azul), lamina p (en rojo) y
desordenada (random coil) (en negro). Tomado de Lehninger Principles of Biochemistry, 6* ed.

2.3.9. Inmunogenicidad

La obtencién de QG31 durante la prueba de concepto (ver apartado “3.1. Prueba de
Concepto (PoC)”) permiti6 la generacién de anticuerpos policlonales contra la proteina QG31
mediante la inmunizacién de dos conejos con dicha proteina QG31 purificada (inmunizacién
realizada en ProteoGenix).

La reactividad de los sueros se comprobé inmovilizando en placa QG31 (100 ng por pocillo,
2ha37°C)y tras bloquear con seroalbiimina bovina (BSA) (PBS-Tween 0.05 %-BSA 1 %,1ha37
°C), la placa se incub6 con diluciones seriadas de los sueros de conejo comenzando con dilucién
1/200 (16 h a 4 °C). Posteriormente, tras lavar la placa con PBS-Tween 0.05 % se incub6 con
anticuerpos anti-IgG de conejo unidos a peroxidasa (Dako) (1.5 h a 37 °C) y se revel6 (tras lavar)
con SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich) (30 min a temperatura ambiente). La reaccién se pard
con acido sulftrico 3 M. La lectura de la absorbancia a 492 nm se realiz6 en el lector de
microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.
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El ensayo de producciéon de IgG bloqueantes se llevé a cabo mediante un ensayo de ELISA
inhibicién de la unién de IgE de pacientes de gramineas a “Phl p 1 + Phl p 5” por IgG de los
sueros de conejos inducidos por QG31. En este ensayo, tras inmovilizar en placa una mezcla de
“Phl p 1+ Phl p 5” (50 ng de cada proteina) (durante 2 h a 37 °C) y bloquear con seroalbtimina
bovina (PBS-Tween 0.05 %-BSA 1 %, 1h a 37 °C), la placa se incub6 con diluciones seriadas de los
sueros anti-QG31 de conejo (comenzando en 1/10) y una dilucién fija (1/50) de pool de sueros
de pacientes alérgicos a gramineas (16 h a 4 °C). Tras lavar la placa con PBS-Tween 0.05 %, se
incubé6 con anticuerpos (de ratén) anti-IgE humana unidos a peroxidasa (Southern Biotech) (1.5
ha37°C)y serevel6 con SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich) (30 min a temperatura ambiente),
parandose la reaccién con acido sulftrico 3 M. La lectura de la absorbancia a 492 nm se realiz6 en
el lector de microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.

2.3.10. Actividad alergénica

La medida de la actividad alergénica o unién a IgE se realizé mediante un ensayo de ELISA-
inhibicién. En esta técnica, la unién de los anticuerpos IgE, procedentes de pacientes alérgicos al
polen de Phleum, es inhibida por la proteina en estudio. Cuantos més epitopos de unién a IgE
tenga dicha proteina, mayor sera la inhibicién producida.

IgE

Proteina
inhibidora

Fase sdlida

Anti-lgE marcada

Revelado

e

Figura 2.7. Esquema del ensayo de ELISA-inhibicién con anticuerpos humanos IgE.

En los ensayos de actividad alergénica, la placa se tapiz6 con 300 ng de extracto de Phleum.
Tras incubar 2 h a 37 °C, la placa se bloque6 con PBS-Tween 0.05 %-BSA 1 % durante 1 h a 37 °C.
A continuacién, la placa se incub6é con diferentes concentraciones del competidor (mezcla
equimolar de “Phl p 1 + Phl p 5” 0 QG31) y una mezcla de sueros de pacientes sensibilizados.
Tras incubar durante 16 h a 4 °C, la placa se lavo (PBS-Tween 0.05 %) e incubé con anticuerpos
de ratén anti-IgE humana unidos a peroxidasa (Southern Biotech) (1 h a 37 °C). Para el revelado
se emple6 SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich) (30 min a temperatura ambiente), y la reaccién
se par6 con acido sulftrico 3M. La lectura de la absorbancia a 492 nm se realiz6 en el lector de
microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.

2.3.11. Reactividad IgE

Para analizar la reactividad IgE de QG31 en sueros de pacientes, se inmoviliz6 en placa una
mezcla de “Phl p 1 + Phl p 5” (50 ng de cada proteina) o QG31 (100 ng) (2 h a 37 °C) y, tras un
paso de bloqueo con seroalbimina bovina (PBS-Tween 0.05 %-BSA 1 %, 1 h a 37 °C), se incubd
con los sueros individuales de pacientes alérgicos a gramineas (16 h a 4 °C). Tras lavar (PBS-
Tween 0.05 %), se revel6 con anticuerpos (de ratén) anti-IgE humana unidos a peroxidasa
(Southern Biotech) (1 h a 37 °C) y SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich) (30 min a temperatura
ambiente), parandose la reacciéon con acido sulfdrico 3M. La lectura de la absorbancia a 492 nm
se realiz6 en el lector de microplacas Sunrise (Tecan) con el software Magellan.
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2.4. CUALIFICACION DE LAS TECNICAS ANALITICAS (DEFINICION
DE TERMINOS)

A continuacién, se resumirdn algunas definiciones que ayudaran a entender posteriormente
el desarrollo realizado para las diversas técnicas analiticas durante este trabajo.

Validacién de un método analitico

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual se establece, mediante estudios
de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los requisitos para
las aplicaciones analiticas previstas (USP 31-NF 26, Validacién de métodos farmacopéicos).

El objetivo de la validacién de un procedimiento analitico es demostrar que es apto para el
propésito indicado (ICH Guideline Q2A - Text on Validation of Analytical Procedures).

Especificidad / Selectividad

La especificidad es la capacidad de un procedimiento analitico de analizar inequivocamente
el analito en presencia de otros componentes que se espera estén presentes en la muestra. Estos
componentes incluyen impurezas, degradaciones, componentes de la matriz (como son los
tampones, en cuyo caso se definiria como selectividad), etc.

La selectividad se definirfa como la capacidad del procedimiento de detectar simultanea o
separadamente sustancias quimicas diferentes presentes en una misma muestra.

Exactitud

Determinar la exactitud de un procedimiento analitico consiste en expresar la proximidad
entre el valor que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia
y el valor experimental encontrado.

Se lleva a cabo utilizando un patrén de pureza conocida o, comparando los resultados del
método con aquellos de otro bien caracterizado, cuya exactitud esté definida o, afiadiendo
cantidades del analito a una mezcla sintética del producto.

Precision

Determinar la precisién de un procedimiento analitico consiste en determinar el grado de
concordancia (grado de dispersién) entre una serie de medidas de tomas muiltiples a partir de
una misma muestra homogénea en las condiciones prescritas.

La precision se suele expresar como la desviacion estandar o el coeficiente de variacién de
una serie de medidas.

La precision se puede considerar a diferentes niveles, uno de ellos la repetibilidad que expresa
la precisién en las mismas condiciones, sobre el mismo analito, con el mismo método, con el
mismo operador, utilizando el mismo instrumento de medida y durante un corto intervalo de
tiempo. Este término también se denomina precision intra-ensayo.

Otro nivel en el que se puede considerar la precision es la reproducibilidad, que en este trabajo
no se ha considerado ya que se utilizaria durante la validacién de la técnica que aqui no hemos
considerado. La reproducibilidad es el grado de congruencia de los resultados obtenidos del
analisis de las mismas muestras bajo una variedad de condiciones (diferentes laboratorios,
diferentes lotes de reactivos, diferentes temperaturas de ensayo, diferentes analistas, diferentes
dias, etc.).
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Limite de deteccion

El limite de deteccién de un procedimiento analitico es la menor cantidad de analito de una
muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto.

Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacién de un procedimiento analitico es la menor cantidad de analito de
muestra que puede ser cuantificado con precisioén y exactitud aceptables.

Es caracteristico de los ensayos cuantitativos para compuestos de bajos niveles en matrices
de muestras, tales como impurezas y productos de degradacion.

Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su habilidad para producir resultados que
son directamente proporcionales a la concentraciéon del analito en muestras dentro de un rango
dado.

Rango

El rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre las cantidades inferior y superior
del analito (incluyendo éstas), que han demostrado pueden ser determinados con un apropiado
nivel de precisién, exactitud y linealidad.

Resolucion (aplicado a cromatografia)
La resolucién indica la capacidad de una columna para separar los picos de interés. Permite

conocer si se ha conseguido la separacién en la linea de base o no.

Segun European Pharmacopoeia, la resolucion de dos picos cromatogréficos (Figura 2.8) se
puede calcular mediante la férmula:

_ 1.18(tR2 - tRl)

S
Wpy1 + Wpa

donde:
- tr1, tr2 son los tiempos de retencion de los picos

- wr1, Wiz s la anchura de los picos a mitad de la altura

Pico 1 Pico 2

Response

Wi

A\

h2

tr1 Vr2

tr2

Volumen (V)
Tiempo (t)

Figura 2.8. Resolucién de los picos de cromatografia (European Pharmacopoeia).

Se considera que un valor igual o superior a 1.5 se corresponde con una separacién en linea
de base y garantiza unos resultados cuantitativos de precisién maxima.
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3.2. DESARROLLO Y CUALIFICACION DE LAS TECNICAS ANALITICAS

En el proceso de produccién de cualquier producto farmacéutico es imprescindible haber
desarrollado previamente técnicas que sean capaces de producir resultados reproducibles
adecuados para el propésito de cada técnica. El desarrollo analitico es, por tanto, anterior al
desarrollo del proceso, para realizar los controles de proceso (IPC, In Process Control) y las pruebas
en proceso (IPT, In Process Tests) requeridos, y permite evaluar para cada técnica el rango de
condiciones experimentales en las que cumple estos requisitos.

En la etapa de produccién pre-GMP (GMP: Good Manufacturing Practice, Buenas Normas de
Fabricacién), no es necesaria una validacion de las técnicas analiticas como se exige en produccién
GMP, pero si es imprescindible conocer los limites y fiabilidad de las técnicas empleadas. Este
estudio de la capacidad de las técnicas de producir resultados fiables para los controles en proceso
es lo que hemos denominado “cualificacién de las técnicas analiticas”. Esta cualificacion es menos
exigente que una validacién, en el sentido de que se elimina la realizacién por parte de diferentes
analistas, en diferentes equipos y en diferentes dias (realizdndose inicamente por un analista en
un solo equipo).

Posteriormente, en producciéon GMP, una vez establecido el proceso de produccién, el
desarrollo analitico es clave para caracterizar la calidad, seguridad y eficacia del producto
obtenido. En esta etapa las técnicas si deben estar correctamente validadas (ICH Q2 (R1),
Validation of analytical procedure, Agencia Europea del medicamento).

Para el caso concreto de nuestra molécula QG31, se definieron los atributos de calidad del
producto, que establecieron qué técnicas eran las adecuadas (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Cualificacion de las técnicas analiticas para definir los atributos de calidad del producto QG31. LD: Limite

de Deteccion. LC: Limite de Cuantificacion. “\”: parametros estudiados.

u_u,

parametros no estudiados.

PARAMETRO DE ATRIBUTO DE PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA TECNICA
METODO ANALITICO|  ggppcrpicacioN CALIDAD Linca- | Rango Selectivi-
LD LC lidad lineal Precision | Exactitud dad
1da 1neaj a
Estructura primaria
IDENTIDAD (peso molecular) \/ \/ ) ] \/ ] \/
SDS-PAGE PUREZA / Variantes de alto peso
- lecul.
IMPUREZAS DE molectlal N ~ \ ~ N ~ \
PRODUCTO Variantes de bajo peso
molecular
Identidad
IDENTIDAD inmunolégica (peso
molecular
WESTERN BLOT ) N - . . N . N
PUREZA / . )
IMPUREZAS DE Variantes de bajo peso
PRODUCTO molecular
Estructura primaria
IDENTIDAD (peso molecular) \/ ) B B B B \/
SEC PUREZA / Variantes de alto peso
IMPUREZASDE | 0 ccar A T O R A
PUREZA /
RP (Fase reversa) IMPUREZAS DE Oxidacién R \/ \/ \/ \/ ) \/
PRODUCTO
Concentracion de
BRADFORD CONTENIDO oroteina toral N ~ N ~ N ~ N
ELISA QG31 CONTENIDO g‘é%‘fmm“’“ de N ~ N ~ N N N
Proteinas de la célula
IMPUREZAS DE
HCPs (ELISA) PROCESO hospedadora (Host - \/ \/ \/ \/ \/ \/
cell proteins (HCPs))
CUANTIFICACION
DE ENDOTOXINAS LMREE%%AS DE Endotoxinas . ~ \ N N N N
(LAL)

3.2.1. SDS-PAGE

En este apartado se explicard la técnica SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida).
Esta técnica se emple6 para estudiar la identidad y la pureza de QG31, asi como de las impurezas

(Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Parametros para la cualificacion del método analitico SDS-PAGE. LD: Limite de Deteccién. LC: Limite de
Cuantificacién. Lin.: Linealidad. RL: Rango Lineal. Prec.: Precision. Exac.: Exactitud. Selec.: Selectividad. “~":

parametros estudiados. “~“: parametros no estudiados.
AT AT TLA PARAMETROS DE CUALIFICACION
- < PARAMETRO DE ATRIBUTO DE DE LA TECNICA
METODO ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD PUESTA A PUNTO DE LA
TECNICA LD | LC | Lin. | RL | Prec. | Exac. |Selec.
Estructura primaria L
IDENTIDAD (peso molecular) - ControlA de destl.ncmp \/ \/ - - \/ - \/
Variantes de alto peso - Porcentaje de acrilamida
SDS-PAGE PUREZA / aTan 1 P - Efecto del pH del tampén en
IMPUREZAS DE mo 'ecu a - la polimerizacion de los geles \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/
PRODUCTO Variantes de bajo peso de acrilamida
molecular

Por su rapidez y eficacia, esta técnica fue utilizada en la mayor parte del desarrollo de la
fermentacién y la purificacion para estudiar la identidad y la pureza.
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Con esta técnica se analizo6:

- Raw volume (intensidad de la banda). Es una medida del programa de anélisis por
densitometria (GeneTools) de la intensidad de una banda determinada.

- Movilidad relativa (Rf) que se calcula como la distancia migrada por la proteina dividida
entre la distancia migrada por el frente.

- Peso molecular (MW, del inglés Molecular Weight) de la banda, extrapolado a partir de la
migracién de los marcadores de pesos moleculares.

3.2.1.1. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO SDS-PAGE
Control de destincion

Para comprobar que el proceso de la técnica (electroforesis, tincién y destincion) habia
funcionado correctamente, se cargé en una de las calles de cada gel un control interno (“Control
de destincién”) constituido por 3 g de BSA. Tras desteiir el gel y obtener la imagen del mismo,
se cuantificé mediante densitometria el peso molecular y Raw Volume (intensidad de la banda) de
dicha muestra en cada gel comprobando que no superara los limites superior e inferior
establecidos.

Porcentaje de acrilamida de los geles SDS-PAGE

Estudios iniciales establecieron la concentracién del 12.5 % de acrilamida como la idénea
para realizar el andlisis de QG31 mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras (con -
mercaptoetanol) y no reductoras (sin -mercaptoetanol) de las muestras de proceso.

Como marcador de pesos moleculares se emple6 el “Low Molecular Weight Calibration kit
for SDS Electrophoresis” (GE Healthcare), al que se afiadié la proteina aprotinina (cuyo peso
molecular es 6.5 kDa) para cumplir la especificacion de la Farmacopea Europea que establece que
los marcadores deben estar distribuidos a lo largo de mas del 80 % de la longitud del gel.

La caracterizacién inicial del proceso de purificaciéon de QG31 (apartado “3.2 Primera Fase
de desarrollo”), en el que se identificaron contaminantes con pesos moleculares ligeramente
inferiores a QG31, hizo necesario incluir otro porcentaje de acrilamida para poder caracterizar
dichos contaminantes durante el proceso productivo. Con el objetivo de averiguar el porcentaje
de acrilamida idéneo para separar y caracterizar dichos contaminantes, se cargaron diferentes
concentraciones de QG31 en geles de acrilamida de entre 6 % y 11 % de acrilamida. Se observo
también la necesidad de utilizar otros marcadores de peso molecular ya que en estos porcentajes
tUnicamente son visibles 3-4 bandas de los marcadores y no se cumplia el criterio de la Farmacopea
de cubrir el 80 % del rango del gel. Con este fin, se afiadié a los marcadores “Low Molecular
Weight” (LMW), una alicuota de los marcadores “High Molecular Weight” (HMW) (GE
Healthcare) (ver apartado “2.3.1. SDS-PAGE + Tincién de Coomassie”). Dicha mezcla se
denominé “Mix MW”.
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Figura 3.9. Estudio de los marcadores de peso molecular en geles del 8 % de acrilamida. Izquierda: SDS-PAGE 8 %
acrilamida. Derecha: muestras cargadas en el gel.

Se concluy6 que el porcentaje de acrilamida 6ptimo para visualizar todas las variantes de
bajo peso molecular era 8 % (Figura 3.18) y que la mezcla de pesos moleculares “Mix MW”
permitia cumplir las especificaciones de Farmacopea.

Efecto del pH del tampén Tris en la polimerizacién de los geles

Con el objetivo de controlar la polimerizaciéon de los geles de modo que el resultado del
tamafio molecular obtenido fuera constante y reproducible, se analiz6 el efecto del pH del tampoén
Tris tanto en el gel apilador como en el separador al polimerizar los geles de acrilamida.

Se polimerizaron geles empleando Tris a diferentes pH (ademads de a pH 8.8) para preparar
el gel apilador. Para cada porcentaje de acrilamida se cargé su marcador correspondiente (Figura
3.19).

12.5 % acrilamida 8 % acrilamida
Loy L0 pHS83
0.9 09 - pH 8.6
gi gi  mpHSS
0.6 0'6 | = pH9.0
w“ - o pH9.3
2 05 - 205 -
0.4 0.4
03 03
0.2 02
01 0.1
0.0 0.0 -
97 66 45 30 201 144 65 220 170 116 97 76 66 53 45 30 20.1
Peso molecular del marcador (kDa) Peso molecular del marcador (kDa)

Figura 3.10. Efecto del pH del gel separador en geles SDS-PAGE sobre la movilidad de los marcadores de peso
molecular. Panel izquierdo: SDS-PAGE 12.5 % acrilamida. Panel derecho: SDS-PAGE 8 % acrilamida. Se muestra el
Rf de cada marcador en funcién del pH del gel separador (pH del gel apilador: 6.8).

Tras calcular la variacién en el Rf de los marcadores a diferentes pH respecto a 8.8, se
concluy6 que el pH del gel separador (tanto al 12.5 % como al 8 % de acrilamida) debia ser 8.8 £
0.1 para que la variacién en el Rf de los marcadores de peso molecular fuera inferior al 20 %.
También se analizo6 el efecto del pH del gel apilador, pero éste no tuvo ningtn efecto sobre la
movilidad (Rf) de los marcadores de peso molecular (datos no mostrados).

3.2.1.2. CUALIFICACION DEL METODO ANALITICO SDS-PAGE

Una vez se hubo desarrollado el método de SDS-PAGE en cuatro condiciones (geles en
condiciones reductoras y no reductoras del 8 % y del 12.5 % de acrilamida), la técnica se cualific6
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estudiando su linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacién y
selectividad (Tabla 3.4). Para ello se cargaron diferentes cantidades de producto terminado QG31
(apartado “3.2. Primera fase de desarrollo”) (desde 10 pg a 0.48 ng) por triplicado para cada una
de las cuatro condiciones (porcentajes de acrilamida de 8 % y 12 % y condiciones reductoras y no
reductoras).

Linealidad, rango lineal

Para establecer el rango lineal se seleccionaron las condiciones (pg QG31) en las que se
cumplia exactitud y precision 75-125 %. La exactitud se calcul6 mediante la férmula:

Exactitud = (Row Vol.cuantificado = ROW VOl.segtn recta)*100/ Row VOL.segin recta

Tabla 3.4. Linealidad y rango lineal en geles SDS-PAGE al 125 % de acrilamida (condiciones reductoras y no
reductoras). Los valores en negrita indican los valores empleados para la recta de regresién obtenida al representar el
promedio del “Raw Vol.” (n=3) frente a la concentracién de QG31.

[QG31] (ug)
1.0 0.50 0.250 0.125 0.063 0.031
;| Promedio Raw Vol. (n=3) 10881295 | 4592152 2334058 1157 420 482191 176 105
S & Exactitud (%) 97.7 110.5 101.7 84.2 449 731.7
le S g Precision (100 - CV) (%) 85.8 86.2 762 85.6 86.5 773
ke 5 E Rango lineal (cumple exactitud y
g & Reneo! . v v v N i i
§ rg| precision 75 -125%):
< 8 Ordenada en
Yl Recta de regresion (1 a 0.0625 ng): Pendiente: 11 010 654 . -377 205 R2= 0.9943
el origen:
[QG31] (ug)
1.0 0.50 0.250 0.125 0.063 0.031
Promedio Raw Vol. (n=3) 8437 326 4 654 542 2278495 1279903 461309 87765
g 35| Exactitud (%) 102.1 92.7 96.3 86.5 1221 173.0
e S 5| Precision (100 - CV) (%) 905 755 875 85.0 61.9 58.2
2 < S| Rango lineal (cumple exactitud
o g | Rangolineallcump y v v v v : .
§ §| precision 75 -125%):
< < Ordenad.
Recta de regresion (1 a 0.031 pg): Pendiente: 8562 080 . e,na aen 57123 R%Z= 0.9953
el origen:

Tabla 3.5. Linealidad y rango lineal en geles SDS-PAGE al 8 % de acrilamida (condiciones reductoras y no reductoras).
Los valores en negrita indican los valores empleados para la recta de regresion obtenida al representar el promedio
del Raw Vol. (n=3) frente a la concentracién de QG31.

[QG31] (ug)
2 1.0 0.5 0.25 0.125 0.063
g = Promedio Raw Vol. (n = 3) 19 001 736 9506 519 4603 883 1927 253 788 523 312878
<
E § Exactitud (%) 100.4 98.5 97.8 107.2 108.6 77.7
9
f, g Precision (100 - CV) (%) 94.0 91.3 93.1 924 89.3 814
— Q)
[~ Rango lineal (cumple exactitud y N J
% 'g precision 75 - 125%): v v v v
]
i o Recta de regresion (2 a 0.0625 ug): Pendiente: 9713 979 Srgzg:::a en -351 333 R*= 0.9997
[QG31] (ug)
1.0 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031
g 2 | Promedio Raw Vol. (n = 3) 7 983 265 3941511 1500 509 688 188 227 245 99 518
I
E "S Exactitud (%) 100.2 96.6 112.5 96.9 42.0 284.2
3 '§ Precision (100 - CV) (%) 88.2 86.5 75.3 927 71.3 68.2
~ g .
g g Rango- {meal (cumple exactitud y N J J N B B
< g precision 75 - 125%):
58 | Rectad ion (120,125 ug): Pendiente: | §382530 |Ordenadaen | 5q) 056 2. 0.9979
© g ecta de regresion (1 a 0.125 pg): endiente: p— - R*= .




Resultados

Se establecio la linealidad (recta de regresién) con los puntos del rango lineal que cumplian
exactitud y precision 75-125 %.

Precision

Los calculos de la precision intergel para los pardmetros Raw Vol., Rf y MW (entre los 3 geles
analizados) se muestran en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Precision intergel en SDS-PAGE para los parametros Raw Vol., Rf y MW (n=3).

ACRILAMIDA 8 % (Cond. Red.) ACRILAMIDA 8 % (Cond. NoRed) | ACRILAMIDA 125 % (Cond.Red) | ACRILAMIDA 12.5 % (Cond.No Red.)

Corga (u) Raw Vol. | - MW QG31 [ Raw Vol [ — MW QG31 | Raw Vol [ - MWQGS31 [ RawVol. [ - MW QG31
QG31 (kDa) QG31 (kDa) QG31 (kDa) QG31 (kDa)
10 97.9 96.2 97.4 87.5 96.1 97.5 90.8 98.4 99.0 85.9 93.7 96.1
8 94.7 97.0 98.1 91.9 97.6 96.5 94.9 97.5 98.2 89.5 94.2 96.5
6 92.4 97.2 98.5 92.1 96.6 97.6 93.7 98.8 99.3 98.8 95.5 97.6
5 97.8 98.4 98.5 97.7 96.2 98.8 93.4 98.4 98.5 97.6 95.6 98.0
4 89.0 97.0 97.8 98.2 95.5 98.8 95.0 98.9 99.0 94.6 93.5 96.3
2 86.9 98.3 98.9 98.5 96.0 99.0 91.8 98.5 98.9 98.4 96.6 98.4
1 94.8 97.6 99.4 94.8 94.7 99.7 94.2 99.5 99.1 98.4 96.7 99.0
1 93.8 99.8 98.9 89.1 98.6 99.6 80.1 97.2 99.5 90.0 91.3 99.3
0.5 91.1 99.9 98.8 89.0 98.4 99.8 85.7 98.8 98.2 75.5 89.9 98.5
0.25 87.7 99.5 98.6 78.1 98.2 99.8 76.2 98.7 98.5 69.1 89.9 98.7
0.125 88.1 99.5 99.1 92.7 98.4 99.8 84.3 98.4 98.8 84.8 91.1 99.4
0.0625 83.1 99.0 99.5 85.2 98.2 99.9 86.5 99.3 97.7 64.4 90.7 99.6
0.03125 74.9 98.3 98.8 96.7 96.7 99.5 39.1 97.9 97.7 62.9 91.2 99.9

0.015625 70.0 99.5 99.5 - - - - - - - - -

MAX. 97.9 99.9 99.5 98.5 98.6 99.9 95.0 99.5 99.5 98.8 96.7 99.9
MIN. 70.0 96.2 97.4 78.1 94.7 96.5 39.1 97.2 97.7 62.9 89.9 96.1

Se pudo concluir que en todas las cargas de QG31 entre 10 pg y 0.0615 pg por pocillo, los
valores de la precision intergel del Rf (valores entre 89.9 % y 99.9 %) y del peso molecular (MW)
(valores entre 96.0 % y 99.9 %) cumplen criterio de aceptacién de precisiéon entre 80-120 %.

En el caso del Raw vol. se obtuvieron valores de precisién entre 75.5 % y 98.8 % (para las
cargas de QG31 entre 10 pg y 0.125 pg por pocillo), por lo que se cumple el criterio de aceptaciéon
(precisién entre 75-125 %).

Limite de deteccién

El limite de deteccion se establecié como la cantidad més baja de QG31 cargada en gel que
era detectable en los geles por el software GeneTools (Tabla 3.6).

El limite de deteccion se fijé en:

- 31.25 ng de GQ31 para las condiciones: 12.5 % de acrilamida (condiciones reductoras y no
reductoras) y 8 % de acrilamida en condiciones no reductoras

-15.625 ng de QG31 en geles al 8 % de acrilamida en condiciones reductoras

Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacién se establecié como la cantidad de QG31 en la que se cumplia
exactitud 75 - 125 % (Tablas 3.4 y 3.5).

El limite de cuantificacion se fij6 en:

- 62.5 ng de GQ31 para las condiciones: 8 % de acrilamida (condiciones reductoras y no
reductoras) y 12.5 % de acrilamida en condiciones no reductoras

- 31.25 ng de QG31 en geles al 12.5 % de acrilamida en condiciones reductoras
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Selectividad

Para evaluar la selectividad, se analizaron el Raw volumen, la movilidad relativa (Rf) y el peso
molecular (MW) de la banda de QG31 preparado en diferentes tampones (efecto matriz). Como
tampones a analizar se eligieron los que se podrian emplear durante el desarrollo del proceso de
purificacién de QG31. Se calcul6 el porcentaje de variacion de cada parametro en presencia de las
distintas soluciones respecto al valor de esos parametros en PBS (Tabla 3.7.).

Tabla 3.7. Efecto matriz en SDS-PAGE. Se calcula la variacion (expresada en porcentaje) del valor experimental en las
soluciones seleccionadas respecto al valor de esa condicién en tampé6n PBS.

8 % ACRILAMIDA
Cond. Reductoras Cond. No Reductoras
Tampén Raw Vol QG31 | Rf QG31 Mv(\lz(ggm Rg"cgfl Rf QG31 Mv(\lz(ggm
PBS 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Solucién salina (0.9% NaCl) 102.1 100.0 100.0 97.5 99.7 100.3
10mM carbonato sédico, 0.9% NaCl, pH8 101.2 99.7 100.3 93.0 100.6 99.5
50 mM TrisHCI, 200 mM NaCl, pH8 96.1 97.6 101.9 90.3 100.0 100.0
50 mM TrisHCI, 400 mM sulfato aménico, pH 8 94.4 97.3 102.1 97.6 99.1 100.8
50 mM TrisHCI, 1000 mM NaCl, pH 8 109.0 98.0 101.6 109.0 98.8 101.0
12.5 % ACRILAMIDA
Cond. Reductoras Cond. No Reductoras
Tampén Raw Vol QG31 | Rf QG31 M"X(gg“ R“Q""G‘SI;’I Rf QG31 M"X{gg"’l
PBS 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Solucién salina (0.9% NaCl) 99.8 100.0 100.0 93.1 98.1 101.9
10mM carbonato sédico, 0.9% NaCl, pH8 100.6 100.0 100.0 92.9 98.3 101.0
50 mM TrisHCI, 200 mM NaCl, pH8 96.2 97.8 101.5 89.6 99.2 100.5
50 mM TrisHCI, 400 mM sulfato aménico, pH 8 95.5 99.2 100.5 106.7 101.7 99.0
50 mM TrisHCl, 1000 mM NaCl, pH 8 106.9 99.2 100.5 114.6 103.9 97.6

Se concluy6 que la variacién del Raw vol., Rf y MW de QG31 en SDS-PAGE reductor y no
reductor tanto al 8 % como al 12.5 % de acrilamida en los tampones analizados (Tabla 3.7) esta
entre 80 y 120 % respecto a los valores obtenidos en tampén PBS.

Conclusiones

El resumen de las especificaciones para la técnica de SDS-PAGE se muestra en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Especificaciones del método analitico SDS-PAGE.

Aﬁi{%?go ESPEgélggI‘z'iISNES RANGO LINEAL LC (Limite de cuantificacion) Lg:z:“dﬁ)de PRECISION EXACTITUD
12.5 % acr. / Cond. red. 0.125-1png 31.25ngQG31 31.25ng QG31 75-125 % 80-120 %
TG 12.5 % acr. / Cond. no red. 0.125-1pg 62.5ng QG31 31.25ng QG31 75-125 % 80-120 %
8 % acr. / Cond. red. 0.0625-2 ug 62.5ng QG31 15.625 ng QG31 75-125 % 80-120 %
8 % acr. / Cond. no red. 0.0625 -1 ug 62.5 ng QG31 31.25 ng QG31 75-125 % 80-120 %

3.2.2. Western blot

En este apartado se explica la técnica Western blot, que se utiliz6 para la identificacion de
QG31 y sus formas multiméricas y degradadas (Tabla 3.9). Por su rapidez y eficacia, esta técnica
fue utilizada, principal pero no inicamente, en las muestras iniciales en las que la menor pureza
relativa de QG31 complicaba la identificacién de bandas individuales.
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Tabla 3.9. Parametros para la cualificacion del método analitico Western-blot.

PARAMETROS DE CUALIFICACION
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE ANALISIS PARA LA PUESTA A DE LA TECNICA
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD PUNTO DE LA TECNICA . Selectivi-
LD Precision
dad
i i Hoi - Seleccion de anticuerpo
IDENTIDAD Id:‘:iﬁe‘gﬁ;ur?OIOgm Porcontaje de aeritamida
WESTERN P - Efecto del pH del tampé6n en la \/ \/ \/
BLOT polimerizacién de los geles de
PUREZA / IMPUREZAS DE Variantes de bajo peso acrilamida
PRODUCTO molecular - Transferencia a amembrana PVDF

3.2.2.1. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO WESTERN BLOT

Respecto a la técnica de Western blot previo a la cualificacién de la técnica se estudi6 la
capacidad de diferentes anticuerpos de reconocer especificamente QG31, asi como las
condiciones 6ptimas de transferencia a membrana.

Seleccion de un anticuerpo especifico

Se estudi6 la capacidad de 4 anticuerpos (ROXALL Medicina Espafia) para identificar QG31:

- Anticuerpo primario monoclonal anti-Phl p 5 10B1 (purificado a partir del sobrenadante
de hibridoma (ratén) mediante cromatografia de afinidad a proteina G)

- Anticuerpo policlonal anti-Phl p 5 (obtenido en conejos)

- Anticuerpo policlonal anti-Lol p 1 (obtenido en conejos)

- Anticuerpo policlonal anti-QG31 (obtenido en conejos mediante inyeccion de QG31
purificada durante el POC, ver mas adelante)

Se concluy6 que el anticuerpo monoclonal Anti-Phl p 5 10B1 era especifico de la proteina
hibrida QG31 y no detectaba inespecificamente proteinas de la cepa de expresién de E. coli (datos
no mostrados).

Transferencia a membrana

Se estudiaron las condiciones éptimas para la transferencia a membrana (membranas PVDF
Immuno-Blot en equipos “Trans-Blot Turbo Transfer System” (BIO-RAD)) de QG31 con el
anticuerpo anteriormente seleccionado, anti-Phl p 5 monoclonal, estableciéndose que el método
de transferencia mas eficaz para transferir todas las bandas de todo el rango de pesos moleculares
era el Standard SD (incluido en el equipo Trans-Blot Turbo Transfer System (BIO-RAD), y que
consiste en voltaje constante de 25 V durante 30 min).

3.2.2.2. CUALIFICACION DEL METODO ANALITICO WESTERN BLOT
Una vez se hubo desarrollado el método de Western blot, la técnica se cualificé estudiando
su precision, limite de deteccién y selectividad (Tabla 3.9).

Para ello se cargaron diferentes cantidades de producto terminado QG31 (ver apartado “3.2.
Primera fase de desarrollo”) (desde 5 pg a 0.1 ng) en 3 geles de cada condicién (porcentajes de
acrilamida de 8 % y 12.5 % y condiciones reductoras y no reductoras).
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Precision

Los célculos de la precision intergel para el parametro MW (entre los 3 geles analizados) se
muestran en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Precision intergel en Western blot para el parametro MW (n=3). ND = no detectado.

8 % acrilamida 12.5 % acrilamida

Cantdad aplcad 08 1o urors | redustorn | secutoras | reductores
B 94.8 98.6 97.0 94.3
1 97.5 95.7 95.0 94.9
0.5 96.6 94.4 93.0 94.9
0.1 97.3 92.5 90.4 92.6
0.05 97.5 90.0 88.6 91.4
0.01 ND ND 82.1 90.5
0.005 ND ND ND ND
0.001 ND ND ND ND
VALOR MAX. 97.5 98.6 97.0 94.9
VALOR MIN. 94.8 90.0 82.1 90.5

Se concluy6 que la precision intergel del peso molecular fue entre 82.15 % y 98.8 % en todas
las condiciones, por lo que se cumplia el criterio de aceptacion de precision entre 80 % y 120 %.

Limite de detecciéon (LD)

Con el objetivo de conocer el limite de deteccién de QG31 en las condiciones establecidas
para el Western-blot, se cargaron (en 3 geles) diferentes cantidades de QG31: desde 5 a 0.001 pg
(Figura 3.20, s6lo se muestra uno de las tres membranas de cada condicién) para establecer una
primera aproximacion, y desde 0.1 a 0.0025 pg para ajustar el limite de deteccion (datos no
mostrados).

El limite de deteccion se fijé en:

- 10ng/calle en geles del 12.5 % (reductor y no reductor).
- 125 ng/calle en geles del 8 % (reductor y no reductor).

g QG31 pg QG31
5 > &
H &
kDa M @ P F S Q(? && M Q@
,,[ -
97+ s
66 [ =
45+ 7T .
66—
30— 53+
45
20.1-+
1441 - 30T -
6.5
B 12.5 % acr. Cond. red. B 8 % acr. Cond. red.
ng QG31 ng QG31
H N
L X ) L &
Ka_ M LSS T $ &S
97—+
66 e T
5+ o
A —
! E— 50—
531
20.1+ 45+
144+ -
6.5+ 30T —

12.5 % acr. Cond. no red. - 8 % acr. Cond. no red.

Figura 3.11. Determinacion del limite de deteccion en Western blot.

58



Resultados

Selectividad

Para evaluar la selectividad, se analiz6 el peso molecular (MW) de la banda de QG31
preparado en diferentes soluciones (efecto matriz). Se calculé el porcentaje de variacién de cada
parametro en presencia de las distintas soluciones respecto al valor de esos pardmetros en PBS
(Tabla 3.11). Como soluciones a analizar se eligieron las que se podrian emplear durante el
desarrollo del proceso de sobreexpresiéon y purificacion.

Tabla 3.11. Selectividad (efecto matriz) en Western blot. Se calcula la variacién (expresada en porcentaje) del valor
experimental en las soluciones seleccionadas respecto al valor de esa condicion en tampoén PBS.

8 % ACRILAMIDA 12.5 % ACRILAMIDA
TAMPON Cond. Reductoras Cond. No Reductoras Cond. Reductoras Cond. No Reductoras

PBS 100.0 100.0 100.3 101.2
Solucién salina (0.9% NaCl) 100.3 98.7 100.0 100.0

10mM carbonato s6dico, 0.9% NaCl, pH 8 90.7 98.3 90.7 98.8

50 mM TrisHCI, 200 mM NaCl, pH 8 89.7 92.7 89.7 99.4

50 mM TrisHCI, 400 mM sulfato aménico, pH 8 91.6 96.4 91.6 98.3
50 mM TrisHCl, 1000 mM NaCl, pH 8 94.9 102.0 94.9 97.1

De estos ensayos se pudo concluir que la variacién del peso molecular (MW) de QG31 en las
4 condiciones de geles del Western blot (12.5 y 8 % acrilamida en condiciones reductoras y no
reductoras) para todos los tampones estudiados estaba entre el 80 y 120 % respecto a los valores
obtenidos en tampén PBS.

Conclusiones

El resumen de las conclusiones para la técnica de Western blot se muestra en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Especificaciones del método analitico Western blot.

METODO ESPECIFICACIONES LD (Limite de
ANALITICO TECNICAS deteccion)
8% R 12.5 ng QG31
8 % NR 12.5 ng QG31
Western Blot
125 % R 10 ng QG31
12.5 % NR 10 ng QG31

3.2.3. Cuantificacién de proteina total por Bradford

La técnica de Bradford se emple6é para cuantificar el contenido en proteina total de las
muestras analiticas a lo largo del proceso. Para cualificar la técnica se analizaron la linealidad,
rango lineal, precisién, exactitud, limite de deteccién y de cuantificacion y selectividad (efecto
matriz) (Tabla 3.13).

Tabla 3.13. Parametros para la cualificacién del método analitico “Cuantificacion de proteina total por Bradford”.

) . PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA TECNICA
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD inea- ivie
LD LC ';f“e"‘ Rango | b o cision |Exactitud| 518
idad lineal dad
Concentracion de
BRADFORD | CONTENIDO orotafon tofa] N N ~ ~ N N N
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Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion (LC) y limite de deteccion (LD)

Se realizaron 3 placas en las que se analizaron por sextuplicado en cada placa las siguientes
concentraciones de BSA: 200, 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 pg/mL.

El anélisis de los resultados se muestra en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14. Estudio de la linealidad, rango lineal, LC y LD en la cuantificacion de proteina total por Bradford. Los
valores en negrita indican los valores empleados para la recta de regresion obtenida al representar el promedio de la
absorbancia a 595 nm (n=6) frente a la concentraciéon de QG31.

[BSA] (ug/mL)
200 150 100 80 60 40 20 10 5 2.5 125 | 0.625
Promedio Abs 595, (n = 6) 1144 | 1.002 | 0.773 | 0.642 | 0.459 | 0.327 | 0.176 | 0.089 | 0.046 | 0.025 | 0.010 | -0.016
Exactitud (%) 74.0 86.2 993 | 1025 | 96.6 | 101.6 | 104.0 | 93.2 75.2 37.4 -79.3 | -708.6
— Precision (100 - CV) (%) 99.2 96.9 95.5 98.7 97.3 97.8 97.0 98.0 90.6 85.2 705 | 163.3
< 5 B
Rango lineal (cumple exactitud
J B p. y _ _ _ _ _
S | precision 80 - 120%): v v v v v v v
= Recta de regresion (100 a 10 ug/mL): Pendiente: 0.00761 Ordenada en el origen 0.01759 R = 0.99831
Limite de Cuantificacién (menor valor con precisioén y exactitud 75-125%): 5 pg/mL
Limite de Deteccion [3.3 x (Desv. Est. Blancos) / (pendiente recta regresion)] 2.66 pg/mL
[BSA] (ug/mL)
200 150 100 80 60 40 20 10 5 25 1.25 | 0.625
Promedio Abs 595, (n = 6) 1124 | 0.959 | 0.743 | 0.603 | 0.461 | 0.301 | 0.167 | 0.074 | 0.037 | 0.017 | 0.012 | 0.003
Exactitud (%) 754 85.6 99.3 | 100.4 | 101.7 | 98.6 | 106.3 | 87.4 74.2 38.4 263 | -138.6
: Precision (100 - CV) (%) 98.2 96.5 98.6 94.3 96.6 97.2 94.7 93.0 89.6 65.1 51.8 -69.1
(o] Rango lineal (cumple exactitud y B ~ ~ B B
:‘i precision 80 - 120%): v v v v v v v
&~ Recta de regresién (100 a 10 ug/mL): Pendiente: 0.00738 Ordenada en el origen 0.00977 R?= 0.99915
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 10 pg/mL
Limite de Deteccién [3.3 x (Desv. Est. Blancos) / (pendiente recta regresion)] 2.17 pg/mL
[BSA] (ug/mL)
200 150 100 80 60 40 20 10 5 25 1.25 | 0.625
Promedio Abs 595, (n = 6) 1133 | 0.989 | 0.787 | 0.642 | 0.506 | 0.351 | 0.161 | 0.081 | 0.035 | 0.015 | 0.007 | 0.005
Exactitud (%) 71.0 82.5 98.1 99.7 | 104.0 | 106.7 | 93.3 83.9 52.2 0.3 -80.7 | -188.4
: Precision (100 - CV) (%) 98.8 98.8 98.7 99.1 99.3 98.9 93.3 96.8 97.9 85.8 79.3 53.4
U Rango lineal (cumple exactitud y B ~ ~ B B
f] precision 80 - 120%): v v v v v v v
= Recta de regresién (100 a 10 ug/mL): Pendiente: 0.00788 Ordenada en el origen 0.01453 R?*= 0.99654
Limite de Cuantificacién (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 10 pg/mL
Limite de Deteccién [3.3 x (Desv. Est. Blancos) / (pendiente recta regresion)] 1.09 pg/mL
La exactitud se midié mediante la férmula:
COTLC.Se an recta
Exactitud = ———2 22204 100
Conc-teérica
siendo la “C media determinada” la concentracion calculada segtin la recta de regresion
mencionada.

En este apartado, teniendo en cuenta el peor caso de los resultados de las 3 placas ensayadas,
se pudo concluir que:

La exactitud de las concentraciones de BSA entre 100 y 20 pg/mL fue 90-110 % respecto al

valor nominal

El rango lineal seria desde 100 hasta 20 pg/mL BSA, si el criterio de aceptacion fuera exactitud
90-110 % y precision 90-110 %

El limite de deteccion (LD)

60

fue 2.66 ng/mL de BSA



Resultados

- Ellimite de cuantificacién (LC) fue 10 pg/mL de BSA utilizando el criterio del menor valor de
la recta que cumplia 75-125 % para exactitud y precision

- La recta patron comprendia los valores 100, 80, 60, 40, 20 y 10 ug/mL de BSA (rango lineal).
Para una exactitud 90-110 % se realizaria la recta 100, 80, 60, 40, 20 y 10 pg/mL BSA y se
cuantificarian las muestras que estuvieran en el intervalo 100 a 20 ug/mL.

Precision intraplaca e interplaca

La precision se calcul6 intra e interplaca (Tabla 3.15) analizando el coeficiente de variacién
entre las medidas dentro de cada placa y entre las distintas placas del apartado anterior.

Tabla 3.15. Precision intraplaca (tabla superior) e interplaca (tabla inferior) en la cuantificaciéon de proteina total por
Bradford.

[BSA] (ng/mL):

200 | 150 [ 100 | 80 | 60 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1.25 [0.625

< Promedio Abs 55, (n = 6) 1530 | 1.388 | 1.159 | 1.028 | 0.845 | 0.713 | 0.562 | 0.475 | 0.432 | 0.411 | 0.396 | 0.370
< = | Desv. Est. 0.010 | 0.032 | 0.034 | 0.008 | 0.013 | 0.007 | 0.005 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.003 | 0.010
& CV (%) 06 | 23 [ 3008|1510 09]04a|10]09]07]28
s Promedio Abs 55, (n = 6) 1.522 {1356 | 1.141 | 1.001 | 0.858 | 0.699 | 0.564 | 0.472 | 0.435 | 0.414 | 0.410 | 0.401
< o | Desv. Est. 0.020 | 0.033 | 0.011 | 0.034 | 0.016 | 0.008 | 0.009 | 0.005 | 0.004 | 0.006 | 0.006 | 0.006
~ CV (%) 13| 240934181216 110914147 14
s Promedio Abs 545, (1 = 6) 1.531|1.387 | 1.185 | 1.040 | 0.904 | 0.749 | 0.559 | 0.478 | 0.433 | 0.412 | 0.404 | 0.403
< © | Desv. Est. 0.014 | 0.012] 0.010 | 0.006 | 0.003 | 0.004 | 0.011 | 0.003 | 0.001 | 0.002 | 0.001 | 0.002
A CV (%) 09 | 08 ] 09]05]04a]05]19]05]02]05]03]06
9 e | Promedio Abs 55, (n=3) 1528 [ 1.377] 1.162 | 1.023 | 0.869 | 0.720 | 0.562 | 0.475 | 0.433 | 0.412 | 0.403 | 0.391
< & [ Desv. Est. 0.005 | 0.018 | 0.022 | 0.020] 0.031 | 0.026 | 0.003 | 0.003 | 0.001 | 0.002 | 0.007 | 0.019
2~ | cvw) 03 | 13|19 [ 20|36 36| 05] 07| 03] 04]17] a7

Se concluy6 que, en todas las concentraciones de BSA ensayadas (200 pg/mL hasta 0.625
pg/mL), tanto la precisién intraplaca (CV<4 %) como la precisién interplaca (CV<5 %) cumplian
el criterio de aceptacion: CV<20 %.

Repetibilidad

La repetibilidad se estudi6 realizando 6 lecturas de la placa 1 (Tabla 3.14). El coeficiente de
variacién en las 6 repeticiones consecutivas de la medida a 595 nm en todos los pocillos del
experimento no superd el 1 %, por lo que se cumplia el criterio de aceptacion (<10 %) (datos no
mostrados).

Exactitud

La exactitud se midio:

a) por patrones, cuantificando 3 concentraciones de BSA en las partes baja, media y alta de la
recta (Tabla 3.16) por sextuplicado mediante la férmula:

) Conc. media determinada
Exactitud = — x 100
Conc. tedrica
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Tabla 3.16. Medida de la exactitud por patrones (cuantificacion de proteina total por Bradford).

Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. 4 Conc. 5 Conc. 6 Promedio conc. A
[BSA] (ug/mL) CV (%) |Exactitud (%)
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
20 18.29 18.85 19.13 18.99 18.85 18.29 18.74 1.92 93.69
60 59.09 56.57 58.25 59.65 58.25 58.53 58.39 1.79 97.31
100 94.56 94.56 93.30 94.98 96.66 94.00 94.67 1.20 94.67

b) por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificando una
mezcla de QG31 y BSA y calculando la recuperacion, ver Tabla 3.17) mediante la férmula:

Conc-(Muestra+Adicionada)_ Conc.yyestra

Exactitud (Recuperacién) = X 100

ConC'Adicionada

Tabla 3.17. Medida de la exactitud por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificacion
de proteina total por Bradford).

Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. 4 Conc. 5 Conc. 6 Promedio conc. ;
Muestra CV (%) |Exactitud (%)
(ugml) | @gml) | @gml) | @gml) | @gm) | (gm0 (ng/mL)
QG31 40 pg/mL 33.85 3413 33.57 34.70 35.68 34.98 34.49 227 -
1 4 L +
QG3140 pg/m 35.12 37.08 37.22 38.06 35.40 37.50 36.73 3.25 2243
BSA 10 pg/mL
s
QG3140 pg/mL 55.02 52.50 54.88 52.92 53.06 53.06 53.57 2.03 95.45
BSA 20 pg/mL
G31 40 L +
Q ue/m 74.93 69.74 75.35 73.39 72.83 74.09 73.39 2.75 97.26
BSA 40 pg/mL

Para las concentraciones de BSA 20 y 40 pg/mL se cumplia el criterio de 80-120 % de
exactitud. Por ello se concluy6 que el rango idéneo para la cuantificacién de proteinas utilizando
la recta patron de BSA fuera desde 100 pg/mL hasta 20 pg/mL.

Selectividad

Respecto a la selectividad, se identificaron los compuestos que potencialmente se podrian
utilizar en el proceso de purificaciéon de QG31 y se estudio el efecto de dichas matrices sobre la
cuantificacion de proteina total. Concretamente, se determind el efecto de diferentes
concentraciones de NaCl (en 2 mM Tris-HCl, pHS); sulfato aménico (en 2 mM Tris-HCI, pH 8);
Tris-HCl, pH 8; fosfato sédico, pH 8; carbonato sédico, pH 8; acetato s6dico, pH 5.5 y citrato
sédico, pH 5.5.

Se cuantifico por Bradford una muestra de QG31 a una concentracién fija (40 pg/mL)
preparada en diferentes concentraciones de las matrices mencionadas anteriormente. Para cada
valor experimental de concentracién, asociado a una concentracién determinada de diluyente, se
calculé la exactitud respecto al control (QG31 diluida en agua). Los resultados se muestran en la
Tabla 3.18.
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Tabla 3.18. Selectividad (efecto matriz) en la cuantificacién de proteina total por Bradford. En cursiva se muestran los
valores en los que la medida se vio afectada en mas de un 20 %.

Conc. | CV (%) | Exactitud respecto al Conc. | CV (%) | Exactitud respecto
[REE (R (ng/mL) Cor(lg.) control (1:/“) [Sutfatolamcnicolimiy (ng/mL) CO:li.) al control (f”/u)
500 27.00 3.5 70.4 500 46.35 0.7 120.9
400 28.99 2.9 75.6 400 45.35 1.2 118.3
300 31.47 5.4 82.1 300 43.41 1.4 113.2
200 34.73 3.1 90.6 200 41.74 1.5 108.8
100 38.21 4.1 99.6 100 41.10 0.3 107.2
50 39.93 2.5 104.1 50 41.69 1.6 108.7
25 39.52 4.0 103.1 25 41.69 2.0 108.7
[TrisHCl] pH8 | Conc. | CV (%) | Exactitud respecto al [Acetato sédico] pH 5.5 Conc. | CV (%) | Exactitud respecto
(mM) (ug/mL)| Conc. control (%) (mM) (ug/mL) [ Conc. al control (%)
100 39.88 3.7 104.0 100 36.95 1.9 95.5
50 39.07 5.4 101.9 50 35.96 1.6 92.9
20 40.47 2.2 105.5 20 34.55 4.5 89.3
[Citrato s6dico] | Conc. | CV (%) | Exactitud respecto al [Carbonato sédico] pH8 | Conc. | CV (%) | Exactitud respecto
pH5.5 (mM) |(ug/mL)| Conc. control (%) (mM) (ug/mL) [ Conc. al control (%)
100 44.26 2.7 114.4 100 44.09 2.5 115.0
50 40.11 3.2 103.6 50 40.24 9.9 105.0
20 38.44 3.4 99.3 20 40.79 4.3 106.4
A o q
ool | Come | /09 | Eacind apo ot | S| v
100 4626 | 3.1 120.6 QG31 en agua 3834 | 37
purificada
20 40.47 1.7 105.5

Se concluy6 que el sulfato amoénico (a partir de 500 mM), el cloruro sédico (a partir de 400
mM) y el fosfato sédico (a partir de 100 mM) afectaban mas de un 20 % a la estimacién de la
cuantificacién de proteina total por Bradford.

Conclusiones

El resumen de las especificaciones para la cuantificacién de proteina total por Bradford se
muestra en la Tabla 3.19.

Tabla 3.19. Especificaciones del método analitico “Cuantificacién de proteina total por Bradford”.

METODO LD (Limite de

P PO ~ CONCENTRACIONES DE LA
ANALITICO RANGO LINEAL LC (Limite de cuantificacion) PRECISION EXACTITUD

deteccion) CURVA DE CALIBRACION

10 pg/mL BSA (exactitudy | 2.66 ug/mL o o 100, 80, 60, 40, 20 pg/mL
precision: 75-125%) BSA 90-110 % 90-110 % BSA

Bradford 100 - 20 ung/mL BSA

3.2.4. Cuantificacion de QG31 mediante ELISA

Con la finalidad de medir el atributo de calidad de concentracion de QG31, incluida en el
pardmetro de “Contenido”, se empleé el método analitico ELISA (variante de doble fase, ver
apartado “2.3.5. Cuantificacién de QG31 por el método de ELISA doble fase”). Como anticuerpo
primario se utiliz6 el anticuerpo monoclonal anti-Phl p 5 seleccionado en el apartado “3.3.2.
Western blot” para la recta patrén se empleé QG31 como proteina de referencia (apartado “3.2.
Primera fase de desarrollo”). Los pardmetros analizados para cualificar esta técnica se resumen
en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Parametros para la cualificacion del método analitico “Cuantificacion de QG31 mediante ELISA”.

, p PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA TECNICA
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD inea- i
LD LC Wi | D || e
lidad lineal dad
ELISA QG31 | CONTENIDO gg;emmmn de ~ N N N N N N

63



Resultados

Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion (LC) y limite de deteccion (LD

Se prepararon y analizaron 3 placas, en cada una de las cuales se incluyeron 12
concentraciones de QG31 (desde 10 000 hasta 4.88 ng/mL) por sextuplicado. El andlisis de los
resultados de exactitud, rango lineal, limite de cuantificacién y limite de deteccién se muestra en

la Tabla 3.21.

Tabla 3.21. Estudio del rango lineal, LC y LD en la cuantificacién de QG31 mediante ELISA. Los valores en negrita
indican los valores empleados para la recta de regresion obtenida al representar el promedio de la absorbancia a 492
nm (n=6) frente al logaritmo de la concentracion de QG31.

[QG31] (ng/mL) 10000 5000 | 2500 | 1250 | 625 | 3125 [156.25 78.13 | 39.06 | 19.53 [ 9.77 | 4.88
Log [QG31] 4.0 37 34 3.1 2.8 2.5 2.2 1.9 1.6 13 099 [ 0.69
Promedio Abs 4954m (n=6) 4263 | 4123 | 4172 | 4.069 | 3.650 | 2.716 | 1.723 | 0.983 | 0.555 | 0.290 | 0.159 | 0.094
Exactitud (%) 103 | 184 | 383 [ 708 [ 1026 [ 999 [ 929 [ 1051 | 151.1 | 246.3 | 4454 | 847.1
recision (100 - o, . . . . . 5 . E . . . .
Precisi 00 - CV) (% 975 | 992 | 992 [ 992 | 983 [ 941 [ 962 | 934 | 939 | 90.8 | 89.8 | 80.3
- Rango lineal (cumple exactitud y N N N N
g precision 80 - 120%): ] } ] } } } ] }
= Sefial/ruido: 1184 | 1145 | 1159 | 113.0 | 1014 | 754 | 479 | 273 | 154 8.0 44 2.6
Recta regresion (625 a 78.13 pg/mL): [ Pendiente: 2.988 Ordenada en el origen -4.737 R2= 0.997
Limite de Cuantificacién (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 39.06 ug /mL
Limite de Deteccion ([ Sefial/ (Ruido de los blancos) | > 2): 4.88 pg/mL
[QG31] (ng/mL) 10000 5000 | 2500 | 1250 | 625 | 3125 [156.25| 78.13 | 39.06 | 19.53 [ 9.77 | 4.88
Log [QG31] 4.0 87 34 31 2.8 25 2.2 19 1.6 1.3 099 | 0.69
Promedio AbS 492nm (n=6) 4.071 | 4.125 | 4.042 | 4.091 | 3.630 | 2.894 | 1.888 | 1.085 [ 0.600 | 0.339 | 0.197 | 0.132
Exactitud (%) 8.6 18.0 33.7 70.0 96.8 | 1073 | 95.8 | 100.5 | 136.3 | 221.1 | 394.5 | 749.2
Precision (100 - CV) (%) 972 | 987 | 992 [ 990 [ 993 [ 988 [ 981 [ 96.7 | 945 | 943 | 90.7 | 93.0
o Rango lineal (cumple exactitud y N N N N
Q precision 80 - 120%): ) } ) } } ) ) }
= Seiial/ruido: 925 | 937 | 919 | 93.0 | 825 | 658 | 429 | 247 | 13.6 7.7 45 3.0
Recta regresion (100 a 10 pug/mL): Pendiente: 2.871 Ordenada en el origen -4.356 R2= 0.997
Limite de Cuantificacién (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 78.13 pg /mL
Limite de Deteccion ([ Sefial/ (Ruido de los blancos) ] > 2): 4.88 pg/mL
[QG31] (ng/mL) 10000 | 5000 [ 2500 [ 1250 [ 625 | 312.5 [156.25( 78.13 | 39.06 | 19.53 | 9.77 | 4.88
Log [QG31] 4.0 87 34 31 2.8 25 2.2 19 1.6 1.3 099 | 0.69
Promedio Abs 492nm (n=6) 3.949 | 3.856 | 3.882 | 3.906 | 3.711 | 2.907 | 1.849 | 1.098 | 0.599 | 0.316 | 0.173 | 0.109
Exactitud (%) 74 138 28.2 57.6 989 | 105.7 [ 92.7 | 1033 | 139.9 | 224.6 | 401.7 | 764.1
Precision (100 - CV) (%) 983 | 984 | 981 [ 975 [ 995 [ 99.0 [ 978 | 96.7 | 97.0 | 951 | 929 | 915
o F 5
< Rango lineal (cumple exactitud y : : } } N N N N } ) : :
& | precision 80 -120%):
= Seiial/ruido: 112.8 | 110.2 | 1109 | 111.6 | 106.0 | 83.0 | 52.8 | 314 | 17.1 9.0 49 3.1
Recta regresion (100 a 10 pug/mL): Pendiente: 2955 Ordenada en el origen -4.535 R2= 0.996
Limite de Cuantificacién (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 78.13 ug, /mL
Limite de Deteccion ([ Sefial / (Ruido de los blancos) | > 2): 4.88 ug/mL

Teniendo en cuenta el peor caso de los resultados de las 3 placas ensayadas, se concluyé que:

- La exactitud de las concentraciones de QG31 entre 625y 78.13 ng/mL (con valores entre
92.7 % y 105.7 % respecto al valor nominal) cumplian el criterio de aceptacién 80-120 %.

- El rango lineal, fue desde 625 hasta 78.13 ng/mL QG31, cumpliendo el criterio de aceptacién
de exactitud 80-120 % y precision 80-120 %.

- El limite de deteccion fue de 4.88 ng/mL QG31.

- El limite de cuantificacién (utilizando el criterio del menor valor de la recta que cumpla 75-
125 % para exactitud y precision) fue de 78.13 ng/mL QG31.

- La recta comprenderia los valores 625, 312.5, 156.25 y 78.13 ng/mL QG31 (rango lineal).

Precision intraplaca e interplaca

La precision se calculé intra e interplaca (Tabla 3.22) analizando el coeficiente de variacién
entre las medidas dentro de cada placa y entre las distintas placas del apartado anterior.
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Tabla 3.22. Precision intraplaca (tabla superior) e interplaca (tabla inferior) en la cuantificaciéon de QG31 mediante

ELISA.
[QG31] (ng/mL)

10000( 5000 | 2500 | 1250 | 625 | 312.5 |156.25| 78.13 | 39.06 | 19.53 | 9.77 4.88
= [ Promedio AbSyssum (n=6) | 4391 | 4.251 [ 4300 | 4198 [ 3.779 | 2.845 [ 1.852 | 1.111 | 0.684 | 0.418 | 0.288 [ 0.222
Y [ Desv. Est. 0.108 | 0.035 | 0.032 | 0.031 | 0.064 | 0.161 | 0.065 | 0.064 | 0.034 | 0.027 | 0.016 | 0.018
E [cvw 25 | 08 | 07 | 07 | 1.7 | 57 | 35 | 58 | 50 | 64 | 56 | 83
| Promedio AbSyssum (n = 6) | 4.196 | 4.250 | 4.167 | 4.216 | 3.755 | 3.019 | 2.014 | 1.210 | 0.725 | 0.464 | 0.322 | 0.257
Y [ Desv. Est. 0.113 | 0.053 | 0.033 | 0.042 | 0.027 | 0.034 | 0.037 | 0.036 | 0.033 | 0.019 | 0.018 | 0.009
E [cvw 27 | 12 | 08 | 10 | 07 | 11 | 1.8 | 29 | 46 | 42 | 57 | 36
| Promedio Absyszum (n=6) | 4.162 | 3.959 [ 3.976 | 3.941 [ 3.751 | 3.068 | 2.011 | 1.262 | 0.762 | 0.479 | 0.335 | 0.271
Y [ Desv. Est. 0.029 | 0.036 | 0.044 | 0.054 | 0.019 | 0.026 | 0.041 | 0.036 | 0.019 | 0.015 | 0.012 | 0.009
£ [cvew 07 | 09 | 11 | 14 | 05 | 09 | 20 | 29 | 25 | 32 | 36 | 33
9 | Promedio Absypay (n=3)[ 4250 | 4.153 [ 4148 [ 4118 | 3.762 [ 2.977 | 1.959 [ 1.194 [ 0.723 | 0.454 [ 0.315 | 0.250
J & [ Desv. Est. 0.124 | 0.168 | 0.163 | 0.154 | 0.015 | 0.118 | 0.093 | 0.076 | 0.039 | 0.032 | 0.025 | 0.025
2 7 [ cv ) 29 | 40 | 39 | 37 | 04 | 39 | 47 | 64 | 54 | 70 | 78 | 101

Se pudo concluir que, en todas las concentraciones de QG31 ensayadas (desde 10 000 ng/mL
hasta 4.88 ng/mL), la precision intraplaca y la precision interplaca fueron inferiores al 10 %, por lo
que en ambos casos se cumpli6 el criterio de aceptacion: CV<20 %.

Repetibilidad

La repetibilidad se estudi6 realizando 6 lecturas de la placa 1 mencionada anteriormente. El
coeficiente de variacién en las 6 repeticiones consecutivas de la medida a 492 nm en todos los
pocillos del experimento no superé el 3.1 %, por lo que cumpli6 el criterio de aceptacion (CV<10

%) (datos no mostrados).

Exactitud

La exactitud se midio:

a) por patrones, cuantificando 3 concentraciones de QG31 (en las partes baja, media y alta de la
recta, ver Tabla 3.23) por sextuplicado mediante la férmula:

Exactitud =

Conc. media determinada

Conc. tedrica

100

Tabla 3.23. Medida de la exactitud por patrones (cuantificacion de QG31 mediante ELISA).

[QG31] Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. 4 Conc. 5 Conc. 6 Promedio v ) Exactitud

(ng/mL) | (ng/ml) | (ng/mL) | (g/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (g/mL) [ conc. (ng/mL) %)
75 79.07 77.25 76.25 75.99 74.95 79.75 77.21 2.42 102.95
300 333.98 | 303.55 | 317.49 | 309.81 | 303.80 | 296.20 310.80 4.31 103.60
600 590.50 | 596.31 | 586.18 | 591.46 | 588.09 | 564.57 586.19 1.90 97.70

b) por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificando una
mezcla de QG31 mas el patrén de QG31 empleado para la recta y calculando la recuperacién,
ver Tabla 3.24) mediante la férmula:

Exactitud (Recuperacion) =

Conc-(Muestra+Adicionada) - Conc-Muestra

ConC-Adicianada

X 100
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Tabla 3.24. Medida de la exactitud por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificacion
de QG31 mediante ELISA).

Conc.1 Conc. 2 Conc.3 Conc. 4 Conc.5 Conc.6 | Promedio conc. Exactitud
Muestra CV (%)
(gml) | (pgml) | (gml) | @gml) | @gml) | (gmL) (ng/mL) %)
QG31 600 ng/mL 0.483 0.412 0.481 0.421 0.423 0.476 0.449 7.56
QG31 600 ng/mL + patrén 150
0.608 0.547 0.599 0.602 0.565 0.550 0.579 4.80 86.11
ng/mL
QG31 600 ng/mL + patrén 300
0.743 0.728 0.665 0.736 0.640 0.660 0.696 6.52 82.04
ng/mL
QG31 600 ng/mL + patrén 600
ng/mL 0.936 0.966 0.926 0.920 0.998 0.891 0.940 3.99 81.70

Se pudo concluir que:

- la exactitud utilizando las concentraciones 75, 300 y 600 ng/mL fue de entre 97.7 % y 103.6
% (por lo que se situaba dentro del rango 90-110 %)

- la exactitud utilizando las adiciones del patréon QG31 150, 300 y 600 ng/mL sobre muestra
de QG31 fue de entre 81.7 % y 86.11 %

En ambos casos se cumpli6 el criterio de aceptacién 80-120 %.

Selectividad

Respecto a la selectividad, se identificaron los compuestos que potencialmente se podrian
utilizar en el proceso de purificacién de QG31 y se estudi6 el efecto de dichas matrices sobre la
cuantificaciéon de proteina total. Concretamente, se determind el efecto de diferentes
concentraciones de NaCl (en 2 mM Tris-HCI, pH 8); sulfato aménico (en 2 mM Tris-HCI, pH 8);

Tris-HCl, pH §; fosfato sédico, pH 8; carbonato sédico, pH 8§; acetato sédico, pH 5.5 y citrato
soédico, pH 5.5.

Se cuantificé por ELISA QG31 una muestra de QG31 a una concentracién fija (240 pg/mL)
preparada en diferentes concentraciones de las matrices mencionadas anteriormente.

Para cada valor experimental de concentracién, asociado a una concentracién determinada
de diluyente, se calculé la exactitud respecto al control (QG31 diluida en PBS, Tween 0.05 %, BSA
1 %). Los resultados se muestran en la Tabla 3.25.

Tabla 3.25. Selectividad (efecto matriz) en la cuantificacion de QG31 por ELISA. En cursiva se muestran los valores en
los que la medida se vio afectada en mas de un 20 %.

INaCll ) |2 it | |y aheonwol | [T | B | | | o control
500 93.5 500 165.2 100 64.4 100 924
400 87.1 400 121.9 80 61.9 80 84.4
300 86.7 300 106.0 50 63.0 50 83.1
200 92.2 200 91.6 20 72.8 40 86.0
100 94.6 100 88.8 10 80.6 10 88.1
50 95.7 50 85.5
25 100.0 25 91.6

[Carbonato Exactitud respecto [Citrato s6dico] |Exactitud respecto [Acetato sodico]| Exactitud respecto

sodico] (mM) al control (%) (mM) al control (%) (mM) al control (%)

100 22.0 100 119.6 100 127.1
80 21.6 80 108.8 80 86.5
50 28.3 50 109.7 50 98.4
40 33.1 40 103.8 20 93.8
10 65.4 10 106.3 10 90.2

Se concluy¢ que las condiciones en las que la cuantificaciéon de QG31 cumpli6 el criterio de

aceptacién de exactitud 80-120 % respecto al control (QG31 en PBS, Tween 0.05 %, BSA 1 %)
fueron:
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- 0a500 mM NaCl
- 0a300 mM sulfato aménico

- 0a10 mM Tris-HCl, pH 8

- 0a100 mM fosfato sédico, pH 8
- 0a 80 mM acetato sédico, pH 5.5
- 0a100 mM citrato sédico, pH 5.5

En el caso del carbonato sédico pH 8, la primera medida a 10 mM afectaba ya a la
cuantificacion de QG31 en méas de 20 %, y no cumplia el criterio de aceptacién de exactitud 80-

120 %.

Conclusiones

En base a los ensayos anteriores se establecieron las especificaciones que se resumen en la
Tabla 3.26.

Tabla 3.26. Especificaciones del método analitico “Cuantificacion de QG31 mediante ELISA”.

METODO | ESPECIFICACIONES LC (Limite de LD (Limite de CONCENTRACIONES DE LA
ANALITICO TECNICAS RUWEQ LRIZAL cuantificacién) deteccién) PRECISION | EXACTITUD | “(;pyA DE CALIBRACION
Anticuerpo de captura: 78.13 - 625 ng/mL 78.13 ng/mL QG31 488 ng/mL 625, 312.5, 156.25
ELISA QG31 | Anti Phl p 5 monoclonal | * " & 75-125 % exactitud y | 0 10 109 190 9 ,312.5,156.25 y
Q iPhlp5r QG31 ( exactitud y QG31 90-110 % | 80-120 % 78.13 ng/mL QG31
10B1 precisién)

3.2.5. Cromatografia analitica de tamizado molecular (SEC)

El método analitico de tamizado molecular (SEC, Size exclusion Chromatography) se empled
para analizar tanto la identidad (identificacién por peso molecular) como la pureza (presencia o
no de variantes de alto peso molecular) de QG31 en las diferentes muestras.

Los parametros analizados para cualificar esta técnica se resumen en la Tabla 3.27.

Tabla 3.27. Parametros para la cualificaciéon del método analitico “Cromatografia SEC”.

. . PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA TECNICA
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE ANALISIS PARA LA PUESTA A
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD PUNTO DE LA TECNICA . -
LD LC ]if“e“ Rango |, . cision |Exactitud| SS1eCtVE
idad lineal dad
Estructura primaria
IDENTIDAD - - -
(peso molecular) - Resolucion de los marcadores \/ \/
d lecul, trol
SEC Trureza/ Variantes dealto peso | interno (BSA) en Ia columna
IMPUREZAS DE o P N N ~ ~ N N ~
PRODUCTO molecutar

3.2.5.1. DESARROLLO DEL METODO SEC

Se utiliz6 la columna Bio SEC-5 para analizar la identidad y la pureza de QG31 mediante un
analisis complementario al desarrollado mediante las técnicas de SDS-PAGE y Western blot. Se
fij6 el volumen a inyectar en 10 pL.

Se estudiaron los tiempos de retencién de los picos del marcador de peso molecular “BEH200
SEC Protein Standard Mix” (Figura 3.21, panel izquierdo), para estudiar la capacidad de
resolucién de la columna. El tiempo de retencién de la proteina BSA (Figura 3.21, panel derecho)
fue utilizado como control interno en las series cromatograficas de andlisis.
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Figura 3.12. Perfil de elucién en cromatografia analitica de tamizado molecular (SEC). Panel izquierdo: perfil de
elucion de los marcadores de peso molecular. Panel derecho: perfil de elucion de la seroalbamina bovina (BSA). En
ambos casos se empled la columna BioSEC-5 5 um, 3004, 7.8 x 300 mm, AGILENT, con la fase mévil 10 mM carbonato
sddico, 0.9 % NaCl, pH 8.

Se comprob6 que la columna era capaz de resolver todos los picos de los marcadores de peso
molecular (resolucién > 1.5, datos no mostrados). Antes de cada inyeccién de muestra en la
columna, se cargaron tanto BSA como los marcadores de peso molecular, y se calcul6 el drea y
volumen de retencién del pico monomeérico del BSA y el tiempo de retencién de los picos para
comprobar el estado 6ptimo de la columna.

3.2.5.2. CUALIFICACION DE LA CROMATOGRAFIiA DE TAMIZADO MOLECULAR (SEC)
Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion (LC)

Se analizaron distintas concentraciones de producto purificado de QG31 (desde 1 a 0.01
mg/mL por triplicado) empleando como fase moévil: 10 mM carbonato sédico, 0.9 % NaCl, pH 8
en la columna Bio SEC-5. A la concentracién de 0.01 mg/mL no se detecté ningtn pico.

En la Tabla 3.28 se muestran los valores de area del pico de QG31, exactitud y precisién en
porcentaje para cada concentraciéon de QG31.

Tabla 3.28. Estudio de la linealidad, rango lineal y LC en SEC. Los valores en negrita indican los valores empleados
para la recta de regresion obtenida al representar el promedio del drea del pico (n=3) frente a la concentracion de QG31.

[QG31] (mg/mL)

0.025 0.050 0.075 0.10 0.25 0.50 0.75 1.0
PROMEDIO Area (min -mAU) (n=3) 0.069 0.335 0.605 0.848 4.291 7.857 13.297 17.593
Exactitud (%) 219.5 -108.6 93.8 117.7 87.0 106.6 97.9 100.2
Precision (100 - CV) (%) 61.7 75.8 73.4 86.8 974 93.4 97.4 95.4
Rango lineal (cumple exactitud y precisién
80 - ?20%): (cump ' 3 } } v N v v v
Recta regresion (0.1 a 1 mg/mL QG31): Pendiente: 18.445 Ordenada en el origen -0.8138 R = 0.9964
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 0.1 mg/mL

Se pudo concluir que:

- el area del pico era lineal en el rango: 0.1 - 1.0 mg/mL, donde cumplia el criterio de exactitud
y precisién 80-120 %

- el limite de cuantificacién (LC), donde la concentracién mas baja que cumplia el criterio de
exactitud y precisién 75-125 %, fue 0.1 mg/mL
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Exactitud

Se determiné la exactitud utilizando un método de adiciones y posterior estudio de las
recuperaciones.

Se prepararon 4 muestras de QG31 a 0.25 mg/mL, a 3 de las cuales se les afiadi6 diferentes
cantidades del mismo producto (0.1, 0.25y 0.5 mg/mL respectivamente). Cada muestra se analiz6
por duplicado. La fase mévil empleada fue 10 mM carbonato sédico, 0.9 % NaCl, pH 8.

A partir de la recta patrén calculada anteriormente (Tabla 3.28, y=18.445x-0.814), se
calcularon las concentraciones de QG31 de la muestra de partida y las muestras suplementadas

con concentraciones conocidas de QG31. A partir de estas concentraciones se calcul6 la exactitud
segun la siguiente férmula:

Exactitud (0/) Conc-(Muestra+Adicionada)_ ConC-Muestra
X u 0) =

x 100
ConC-Adicianada

En la Figura 3.22 se muestran los cromatogramas y se resumen los resultados del anélisis de
exactitud.

mAU
40

35

10 QG31 0.25 mg/mL + QG31 0.5 mg/mL
25
20
15 QG31 0.25 mg/mL + QG31 0.1 mg/mL

» QG310.25 mg/mL

15 ™

MUESTRA Area Promedio Area |Desv. Est. Area | CV [[QG31] segtn recta | Exactitud

(min - mAU) (min - mAU) (min - mAU) (%) patrén (mg/mL) (%)

4.485
QG31 (0.25 mg/ml) 4.578 0.131 29 0.292 -

4.670
QG31 (0.25 mg/ml) + 6.324

QG31 (0.1 mg/mL) 6.133 6.229 0.135 2.2 0.382 89.5
QG31 (0.25 mg/ml) + 8.388

QG31 (0.2 mg/mL) 5801 8.605 0.306 3.6 0.511 109.2
QG31 (0.25 mg/ml) + 14.750

14.930 0.255 1.7 0.854 112.3
QG31 (0.5 mg/mL) 15.110

Figura 3.13. Medida de la exactitud por patrones (SEC). Panel superior: perfil de las cromatografias en columna Bio
SEC-5. Panel inferior: calculo de la exactitud a partir del area de los picos.

Se obtuvieron valores de exactitud de la cuantificaciéon de QG31 mediante el método de las

adiciones y posterior estudio de las recuperaciones entre 89.5 y 112.3 %, cumpliendo el criterio de
aceptacion 80-120 %.
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Selectividad (variantes de alto peso molecular)

Con el objetivo de evaluar si el método analitico SEC era capaz de resolver los picos
asociados a las variantes de peso molecular (respecto a la forma monomérica), se
cromatografiaron muestras de la fase intermedia de purificacion de QG31 (apartado “3.2.2.
Purificacién de QG31”, Figura 3.11) que contenian variantes de alto peso molecular.

Para ello se cargaron por sextuplicado tanto las muestra control (QG31 monomeérica) como
la muestra a analizar (QG31 con formas de alto peso molecular). Los resultados de estas analiticas
se recogen en la Tabla 3.29.

Tabla 3.29. Estudio de la selectividad en el método analitico “SEC, cromatografia analitica de tamizado molecular”
(n=6).

QG31
. Variantes de alto
Monomérico
peso molecular
Promedio Tiempo de retencion (tg) (min) (n = 6) 7.94 6.90
CV (Tiempo de retencion (tR)) (%) 0.14 0.53
Promedio Area del pico (min - mAU) 57.02 4298
CV (Area del pico) (%) 3.96 5.26
Resolucion 191
CV (Resolucion) (%) 117

Se puede apreciar que el CV en todos los casos es inferior al 5 % para el tiempo de retencién
y la resoluciéon y menor al 10 % para el area de los picos. Asi mismo, se cumple el criterio de
aceptacién de resolucion mayor de 1.5.

Selectividad (efecto matriz)

Se cargaron en la columna las disoluciones que se podrian emplear en el proceso de
purificacién de QG31 para comprobar si generaban picos en el cromatograma que pudieran
distorsionar la medida del producto.

Se concluy6 que los tampones: solucion salina; PBS; 2 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 8; 2
mM Tris-HCl, 500 mM sulfato aménico, pH 7; 200 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM carbonato sédico,
0.9 % NaCl, pH 8; 200 mM fosfato sédico, pH 8; 200 mM Tris-HCI, pH 8; 200 mM acetato sédico,
pH 6 y 200 mM citrato sédico, pH 6 no generaron picos adicionales en la columna Bio SEC-5.

Conclusiones

En base a los ensayos anteriores se establecieron las especificaciones que se resumen en la
Tabla 3.30.

Tabla 3.30. Especificaciones del método analitico “SEC, cromatografia analitica de tamizado molecular”.

METODO ESPECIFICACIONES a—a 2 5
ANALITICO TECNICAS RANGO LINEAL LC (Limite de cuantificacion) PRECISION EXACTITUD
SEC 10 pL Loop 0.1-1.0 mg/mL 0.1 mg/mL QG31 85-115% 80-120%

3.2.6. Cromatografia analitica de Fase reversa (RP)

La técnica analitica RP (Reverse phase) se desarrolld y cualificé para determinar las formas
oxidadas de la proteina QG31 durante el proceso de produccién y purificacion.
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Los pardmetros analizados para cualificar esta técnica se resumen en la Tabla 3.31.

Tabla 3.31. Parametros para la cualificacion del método analitico “Fase reversa”.

PARAMETROS DE CUALIFICACION DE
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE ANALISIS PARA LA PUESTA A LA TECNICA
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD PUNTO DE LA TECNICA Linea- | Rango .. |Selectivi-
LC a B Precision
lidad lineal dad
RP (Fase | PUREZA/ comstommétion camn e
IMPUREZAS DE Oxidacién romatog paz de N v \/ v v
reversa) PRODUCTO discriminar las formas oxidadas
de QG31

3.2.6.1. DESARROLLO DEL METODO DE CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

Empleando la columna ZORBAX 300SB-C18 (Agilent), se estudi6 qué método
cromatografico era capaz de resolver la forma oxidada de la forma no oxidada de QG31 y
demostrar que la técnica cumplia el pardmetro de selectividad. Para ello se estudiaron diferentes
gradientes de elucion.

Para oxidar las muestras de QG31 (producto purificado de QG31, ver apartado “3.2. Primera
fase de desarrollo”), se empled peréxido de hidrégeno. Se ensayaron distintas concentraciones de
peréxido de hidrégeno, distintos tiempos de incubacién y distintos volimenes de inyecciéon de
muestra en la columna de fase reversa.

Como tampoén A se empled 0.1 % de trifluoroacético en agua ultrapurificada y como tampoén
B 0.1 % de trifluoroacético en acetonitrilo.

El método cromatogréfico se fue modificando mediante la adicién de pasos de elucién en
gradiente y la modificacién de la duracién y pendiente de los mismos hasta elaborar el método
cromatografico mas conveniente para separar las formas no oxidadas y oxidadas de QG31 (Tabla
3.32).

Tabla 3.32. Detalle de los métodos cromatograficos estudiados para la resolucion de las formas oxidadas de QG31.

Condiciones de incubacién Parametros de los pasos (steps) del método cromatografico
de la muestra (oxidacion) Codigo del Volumen de : Primer paso de elucion i Segundo paso de eluciéon : Tercer paso de elucion
Ne % Peroxido de | Tiempo ‘T‘émd? . inyeccion de (0/(: ;alil‘llecrl\;le . Duracién Relacion (02; ;icrl:z:le Duracion Relacion (02; l;aiiliecri‘:le . Duracién Relacion
ensayo | hidrogeno final (h) cromatografico | muestra (uL) final) (cv) %B/CV ) y (cv) %B/CV gl v %B/CV

1 0 0.0 RP1 10 0-100 % 10CV 10 % / CV - - - - - -

2 1 3.5 RP1 10 0-100 % 10 CV 10% / CV - - - - - -

3 0.1 24 RP1 10 0-100 % 10CV 10 % / CV - - - - - -

4 1 24 RP1 10 0-100 % 10Cv 10 % / CV - - - - - -

5 0 24 RP1 10 0-100 % 10CvV 10 % / CV - - - - - -

6 0 0 RP2 10 0-45 % 225CV | 20% / CV 45-75 % 7.5CV 4% /CV 75-100% | 1.25CV | 20% / CV
7 0 0 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV | 4% /CV 75-100% | 1.25CV | 20% / CV
8 0 24 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV 4% /CV 75-100 % 125CV 20 % / CV
9 0.1 4 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV 4%/ CV 75-100 % 125CV 20% / CV
10 0.1 24 RP3 10 0-30 % 15CV 20% / CV 30-75 % 11.25CV 4% /CV 75-100 % 125CV 20% / CV
11 0.50 2 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV | 4% /CV 75-100% | 1.25CV | 20% / CV
12 0.25 2 RP3 10 0-30 % 15CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV | 4% /CV 75-100% | 1.25CV | 20% / CV
13 0.75 2 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-75 % 11.25CV 4%/ CV 75-100 % 125CV 20 % / CV
14 1 2 RP3 10 0-30 % 1.5CV 20% / CV 30-75 % 11.25CV 4%/ CV 75-100 % 1.25CV 20 % / CV
15 0.5 2 RP4 20 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-60 % 30 CV 1%/CV 60-100 % 2¢CV 20% / CV
16 0 0 RP4 20 0-30 % 15CV 20 % / CV 30-60 % 30 CV 1% /CV 60-100 % 2CV 20 % / CV
17 1 2 RP5 20 0-35 % 1.75CV 20 % / CV 35-50 % 15CV 1%/CV 50-100 % 25CV 20 % / CV
18 1 24 RP6 100 0-39 % 1.95CV 20 % / CV 39-45 % 24CV 0.25% / CV 45-100 % 275CV 20 % / CV
19 1 2 RP7 100 0-35 % 1.75CV 20 % / CV 35-45 % 40 CV 0.25 % / CV 45-100 % 2.75CV 20 % / CV
20 1 2 RP8 20 0-30 % 1.5CV 20 % / CV 30-45 % 30 CV 05% / CV 45-100% | 275CV | 20% /CV
21 1 2 RP9 20 0-37 % 1.85 CV 20 % / CV 37-45 % 16 CV 0.5% / CV 45-100 % 275CV 20 % / CV
22 0 0 RP9 20 0-37 % 1.85 CV 20% / CV 37-45 % 16 CV 0.5% / CV 45-100 % 275CV 20 % / CV
23 1 1 RP10 20 0-37 % 1.85 CV 20 % / CV 37-45 % 8CV 1% /CV 45-100 % 275CV 20 % / CV

Se analiz6 la aparicién de picos adicionales, o de hombros en los picos, la resolucién y altura
de los picos, para evaluar la idoneidad del método cromatogréafico (datos no mostrados).
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El método desarrollado que se fij6 finalmente consté de 3 pasos (o steps) de elucién (Tabla
3.33) donde QG31 eluia en el segundo paso de elucién.

Tabla 3.33. Descripcion del método de cromatografia de fase reversa para la separacion de las formas oxidadas de
QG31.

Primer paso de elucién Segundo paso de elucién Tercer paso de elucién

Gradiente Duracion Gradiente Duracion Gradiente Duracion
o Relacién %B/CV o Relacién %B/CV o Relacién %B/CV
(4B) () Richad IO () "BV (B () gl

0-37 % 1.85 CV | 20% B/ CV | 37-45% 8 CV 1%B/CV | 45-100% | 275CV | 20% B/ CV

Se observé que el método era capaz de resolver los picos correspondientes a ambas formas
de oxidacién con resolucién > 1.5, tal y como se observa en la Figura 3.23.

mAL B
257
QG31 control Forma no oxidada [ee
QG31 con tratamiento de de QG31 180
207 oxidacion l T
180
Ve:47.78 mL
i\ +70
151 | II I
[ 160
| +
. | | 50
Forma _Q?S_l_glg_d_g__“____]_[.'_-I_l

10-- P ————— T T T L e it

| / \ 130
dl l ||I'I I\ [20

"de QG31 I I"-'| Ve:47.79 mL [

34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54

Figura 3.14. Perfil de elucion en cromatografia de fase reversa para la separacion de formas oxidadas de QG31. En el
eje de ordenadas se representa la absorbancia (mAU) en el eje izquierdo y el % B en el eje derecho. En el eje de abscisas
se representa el volumen de elucién (mL). Columna: ZORBAX 300SB-C18 (Agilent). Tampon A: 0.1 % de
trifluoroacético en agua ultrapurificada. Tampé6n B: 0.1 % de trifluoroacético en acetonitrilo.

3.2.6.2. CUALIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacién (LC)

Para estudiar la linealidad, el rango lineal y el limite de cuantificacién (LC), se aplicaron en la
columna ZORBAX diferentes concentraciones de QG31 (desde 0.025 hasta 0.5 mg/mL) y se
eluyeron con el método cromatogréfico establecido en el apartado anterior (Tabla 3.33).

En la Tabla 3.34 se muestran los valores de area del pico de QG31, exactitud y precisién en
porcentaje para cada concentraciéon de QG31.
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Tabla 3.34. Estudio de la linealidad, rango lineal y LC en fase reversa. Los valores en negrita indican los valores
empleados para la recta de regresion obtenida al representar el promedio del area del pico (n=3) frente a la
concentracion de QG31.

[QG31] (mg/mL)

0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.075 0.050 0.025
PROMEDIO Area (min-mAU) (n = 3) 13.917 | 11.520 | 8.126 | 4.988 | 2.422 | 1.373 | 0.998 | 0.254
Exactitud (%) 101.5 96.7 100.6 | 104.0 91.0 107.1 641 | 2791.1
Precisién (100 - CV) (%) 93.5 96.3 93.0 94.0 89.9 91.7 96.1 86.9
Rango lineal (cumple exactitud y precisién 80 - 120%): N N v N N \/ - -
Recta regresién (0.075 a 0.5 mg/mL QG31): Pendiente: | 29.757 | Ordenadaen el origen: -0.754 R’ = 0.998
Limite de Cuantificacién (menor valor con precisién y exactitud 75-125%): 0.075 pg/mL

El promedio del tiempo de retencion del pico de QG31 analizado en todos los
cromatogramas (n = 24) fue de 48.002 min (con una desviacién estdndar de 0.42 y un coeficiente
de variacién de 0.88 %).

De todos estos resultados se dedujo que, entre 0.075 y 0.5 mg/mL QG31:

- La exactitud de las concentraciones de QG31, con valores entre 91.0 % y 107.1 % respecto
al valor nominal, cumplia el criterio de aceptacion 80-120 %.

- Laprecision de las concentraciones de QG31, con valores entre 96.3 % y 86.9 % respecto al
valor nominal, cumplia el criterio de aceptacion 85-115 %.

- El area del pico de QG31 era lineal con exactitud 80-120 % y precision 85-115 %.

- Ellimite de cuantificacién (LC) (concentracién mas baja que cumpli6 el criterio de exactitud
85-125 %y precision 75-125 %) fue de 0.075 mg/mL.

Resolucion, precision

La resolucion y la precision se estudiaron analizando los cromatogramas al aplicar QG31 sin
oxidar y QG31 oxidado.

Tabla 3.35. Analisis de la precision y la resolucion de las formas oxidada y no oxidada de QG31 en fase reversa.

QG31
Forma sin oxidar Forma oxidada
tg (min) % Area relativa| Resolucion tg (min) % Area relativa

Cromatograma n°1 48.00 77.22 2.68 44.35 22.78
Cromatograma n°2 47.85 76.14 2.58 44.22 23.86
Cromatograma n°3 47.82 76.64 2.54 44.34 23.36
Cromatograma n°4 47.59 78.57 2.66 44.15 21.43
Cromatograma n°5 47.78 76.62 2.65 44.64 23.38
Cromatograma n°6 47.92 76.18 2.99 44.74 23.82
Promedio 47.83 76.90 2.68 44.40 23.10

cv 0.29 1.18 5.94 0.53 3.93

Se concluy¢ que:

- Para el parametro “tiempo de retenciéon”, se cumplio el criterio de aceptacién de CV <5 %.

- Para el pardmetro “porcentaje de area” (CV entre 1.18 y 3.93 %) se cumplio el criterio de
aceptacion de CV <5 %.

- El promedio de la resolucién de la forma no oxidada respecto a la oxidada fue de 2.68 (CV =
5.94 %), por lo que cumple el criterio de aceptacién de resolucién = 1.5.
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Selectividad (efecto matriz)

Se estudio si se observaba un cambio en el perfil cromatografico de QG31 al aplicar distintos
tampones en la columna ZORBAX 300SB-C18. Como en las técnicas anteriores, se estudiaron los
compuestos que potencialmente se podrian utilizar en el proceso de purificacion de QG31.

Se concluy6 que el tampén 200 mM acetato sédico pH 6 generaba un pico con un tiempo de
retencién de 46.1 min en fase reversa que coincidia con la forma oxidada de QG31, pero solamente
de un area de 0.07 min*mAU.

Los tampones 10 mM carbonato sédico, 0.9 % NaCl, pH 8; 200 mM fosfato sédico, pH 8; 200
mM acetato sédico, pH 6; 200 mM citrato sédico, pH 6 generaban un pico con un tiempo de
retencién de 49.5-49.7 min en fase reversa que coincidian con la forma no oxidada de QG31, pero
de un area inferior a 0.09 min*mAU.

Conclusiones

En base a los ensayos anteriores se establecieron las especificaciones que se resumen en la
Tabla 3.36.

Tabla 3.36. Especificaciones del método analitico “cromatografia en fase reversa”.

METODO ESPECIFICACIONES P T
ANALITICO TECNICAS RANGO LINEAL LC (Limite de cuantificacion) PRECISION EXACTITUD
a) 0.075 mg/mL QG31
RP (Fase (exactitud: 85-125%; o o
I 20 pL Loop 0.075 - 0.5 mg/mL QG31 precision:75-125%) 85-115% 80-120%
b) 0.05 mg/mL (S/N>10)

3.2.7. Cuantificacion de endotoxinas (LAL)

Como ya se comenté en el apartado “Materiales y métodos”, las endotoxinas son
lipopolisacédridos que se localizan en la membrana externa de las bacterias gram negativas y que
son un estimulante del sistema inmune, con un potente efecto téxico.

Con el objetivo de evaluar la presencia de endotoxinas en las muestras de proceso (como
control de las impurezas de proceso) se aplicé el método analitico de “cuantificacién de
endotoxinas” mediante el kit “Limulus Amebocyte Lysate kit”.

Los parametros analizados para cualificar esta técnica se resumen en la Tabla 3.37.

Tabla 3.37. Parametros para la cualificacion del método analitico “Cuantificacion de endotoxinas (LAL)”.

PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE TECNICA

ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD inea- -
LC Lfnea R'ango Precision | Exactitud Selcis

lidad lineal dad

CUANTIFICACION
DE ENDOTOXINAS | MPUREZASDE Endotoxinas ~ ~ ~ ~ N ~
(LAL) PROCESO

Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion (LC)

Se analizaron 3 placas en las que se cuantificaron 5 rectas patrén en cada placa que inclufan
las concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.1 y 0 EU/mL (unidades de endotoxinas por mL) (Tabla 3.38).
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Tabla 3.38. Estudio de la linealidad, rango lineal y LC en la cuantificaciéon de endotoxinas. Los valores en negrita
indican los valores empleados para la recta de regresion obtenida al representar el promedio de la absorbancia a 405
nm (n=5) frente a la concentracién de QG31.

[Endotoxinas] (EU/mL)
1.0 0.5 0.25 0.1
Promedio Abs 45, (n=5) 1.419 0.733 0.243 0.049
Exactitud (%) 98.6 108.3 89.7 98.5
5 Precisién (100 - CV) (%) 98.7 9.7 945 934
ﬁ Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): v v \/ N
= Recta regresion (1 a 0.1 EU/mL): Pendiente: 1.544 |Ordenadaenel origen: | -0.103 R*= 0.994
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 0.1 pg/mL
[Endotoxinas] (EU/mL)
1.0 0.5 0.25 0.1
Promedio Abs 45, (n =5) 1.453 0.809 0.336 0.094
~ Exactitud (%) 97.8 110.5 95.8 79.6
S | Precision (100- CV) (%) 9.7 97.2 933 90.7
S | Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): v V N N
= Recta regresion (1 a 0.1 EU/mL): Pendiente: | 1.511 |Ordenadaenelorigen: | -0.026 R*= 0.992
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 0.1 pg/mL
[Endotoxinas] (EU/mL)
1.0 0.5 0.25 0.1
Promedio AbS 5, (n =5) 1.218 0.585 0.185 0.043
Exactitud (%) 99.6 104.1 88.0 1135
g Precisién (100 - CV) (%) 97.2 949 84.6 91.1
E Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): J J v v
Recta regresion (1 a 0.1 EU/mL): Pendiente: | 1.331 |Ordenadaenelorigen: | -0.108 R*= 0.997
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 0.1 pg/mL

De estos ensayos se pudo concluir que:

- El rango lineal que englobaba 1.0, 0.5, 0.25 y 0.1 EU/mL cumpli6 el criterio de aceptacién
de exactitud 80-120 % y precision 80-120 %.

- El limite de cuantificacion, teniendo en cuenta el peor caso de los resultados de las 3 placas
ensayadas, fue de 0.1 EU/mL, utilizando el criterio del menor valor de la recta que cumpliese 75-
125 % para exactitud y precision.

- La recta comprendia los valores 1, 0.5, 0.25, 0.1 EU/mL.
Precision intraplaca e interplaca

La precisién se calculé intra e interplaca (Tabla 3.39) analizando el coeficiente de variacién
entre las medidas dentro de cada placa y entre las distintas placas del apartado anterior.

Tabla 3.39. Precision intraplaca (tabla superior) e interplaca (tabla inferior) en la cuantificacion de endotoxinas.

[Endotoxinas] (EU/mL)

1.0 0.5 0.25 0.1
5 Promedio Abs 45, (n =5) 1.419 0.733 0.243 0.049
:L; = | Desv. Est. 0.018 0.024 0.013 0.003
= CV (%) 1.3 3.3 53 6.6
5 Promedio Abs 495, (n =5) 1.453 0.809 0.336 0.094
:t] & | Desv. Est. 0.048 0.023 0.022 0.009
= CV (%) BYS 2.8 6.7 93
5 Promedio Abs 495, (n =5) 1.218 0.585 0.185 0.043
::] ® | Desv. Est. 0.034 0.030 0.028 0.004
P CV (%) 2.8 5.1 154 8.9
2 en | Promedio Abs 5, (interplaca, n=3) 1.363 0.709 0.255 0.062
S: : Desv. Est. 0.127 0.114 0.076 0.028
E~ | av (%) 9.3 16.1 29.9 45.2
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En este apartado se concluyé que:

- La precision intraplaca fue inferior al 15.4 % en todas las concentraciones de endotoxinas
ensayadas (1, 0.5, 0.25, 0.1 EU/mL), por lo que cumpli¢ el criterio de aceptaciéon (CV<20 %).

- Laprecision interplaca fue superior al 20 % en las concentraciones de endotoxinas 0.1 y 0.25
EU/mL, por lo que no cumplio el criterio de aceptacion (CV<20 %).

Repetibilidad

La repetibilidad se estudi6 realizando 6 lecturas de la placa 1 mencionada anteriormente. El
coeficiente de variacién en las 6 repeticiones consecutivas de la medida a 405 nm en todos los
pocillos del experimento no superé el 1.1 %, por lo que cumpli6 el criterio de aceptacion (<10 %)
(datos no mostrados).

Exactitud

La exactitud se midi6é por patrones, cuantificando 2 concentraciones de endotoxinas, 0.75
EU/mL y 0.4 EU/mL por sextuplicado (Tabla 3.40), mediante la férmula:

) Conc. media determinada
Exactitud = — x 100
Conc. tedrica

Tabla 3.40. Medida de la exactitud por patrones (cuantificacion de endotoxinas).

[Endotoxinas] Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. 4 Conc. 5 Conc.6 [Promedio conc. v ) Exactitud
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (%)
0.75 0.79 0.75 0.77 0.78 0.74 0.75 0.76 2.30 101.55
0.4 0.43 0.42 0.41 0.40 0.36 0.39 0.40 6.37 100.61

Se concluy6 que para la exactitud utilizando patrén de 0.75 y 0.4 EU/mL se obtuvieron
valores de 100.6 % y 101.6 %, por lo que cumplia el criterio de aceptacién (80-120 %).

Selectividad (efecto matriz)

Se identificaron los compuestos que potencialmente se podrian utilizar en el proceso de
purificacién de QG31 y se estudio el efecto de dichas matrices sobre la cuantificacién de proteina
total. Concretamente, se determiné el efecto de diferentes concentraciones de NaCl (en 2 mM
Tris-HCl, pHS); sulfato amoénico (en 2 mM Tris-HCl, pHS); Tris-HCI, pH §; fosfato sédico, pH 8;
carbonato sédico, pH 8; acetato sédico, pH 6 y citrato sédico, pH 6.

Se cuantificé una muestra de endotoxinas a una concentracion fija (0.4 EU/mL) preparada
en diferentes concentraciones de las matrices mencionadas anteriormente (ver Taba 3.41).
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Tabla 3.41. Efecto matriz (selectividad) en la cuantificacion de endotoxinas. En cursiva se muestran los valores en los
que la medida se veia afectada en mas de un 20 %.

[Endotoxinas] CV (%) | Exactitud respecto L. [Endotoxinas] CV (%) |Exactitud respecto
[NaCl] (mM) (EU/mL) Conc. al control (%) [Sulfatclamsnicol bl (EU/mL) Conc. al control (%)
500 0.04 1.1 9.7 500 0.04 86.6 8.9
400 0.04 3.0 9.2 400 0.02 173.2 4.4
300 0.05 4.8 13.2 300 0.00 - -
200 0.13 3.8 31.8 200 0.02 173.2 4.4
100 0.30 4.8 74.8 100 0.00 - -
50 0.35 8.7 87.0 50 0.00 - -
25 0.37 9.7 93.0 25 0.06 4.0 14.1
[TrisHCI] [Endotoxinas] CV (%) | Exactitud respecto [Acetato so6dico] [Endotoxinas] CV (%) |Exactitud respecto
pH 8 (mM) (EU/mL) Conc. al control (%) pH5.5 (mM) (EU/mL) Conc. al control (%)
100 0.23 1.7 56.6 100 0.36 2.1 89.6
50 0.31 42 78.3 50 0.39 3.9 96.8
20 0.40 2.7 101.1 20 0.38 7.7 94.3
[Citrato so6dico] [Endotoxinas] CV (%) | Exactitud respecto [Carbonato s6dico] pH 8| [Endotoxinas] CV (%) |Exactitud respecto
pH 6 (mM) (EU/mL) Conc. al control (%) (mM) (EU/mL) Conc. al control (%)
100 0.00 0.0 - 100 0.12 2.1 29.4
50 0.00 0.0 - 50 0.26 6.5 65.7
20 0.00 0.0 - 20 0.42 2.1 106.2
[Fosfato sodico] pH8| [Endotoxinas] CV (%) | Exactitud respecto
(mM) (EU/mL) Conc. al control (%)
100 0.00 - 18.9
50 0.05 86.6 19.1
20 0.15 34 38.5

De estos andlisis se pudo concluir que:
- El acetato sédico no afecté mas de un 20 % a la cuantificacién de endotoxinas en ninguna de
las concentraciones analizadas.
- El Tris, pH 8 y carbonato soédico, pH 8 afectaron mas de un 20 % a partir de 20 mM.

- Elresto de soluciones: NaCl (en 2 mM Tris-HCl, pH 8); sulfato aménico (en 2 mM Tris-HCI,
pH 8); fosfato sédico, pH 8; carbonato sédico, pH 8; y citrato sédico, pH 6 afectaron méas de
un 20 % en todas las concentraciones estudiadas.

Conclusiones

En base a los ensayos anteriores se establecieron las especificaciones que se resumen en la
Tabla 3.42.

Tabla 3.42. Especificaciones del método analitico “Cuantificaciéon de endotoxinas”.

METODO LC (Limite de . CONCENTRACIONES DE LA
ANALITICO IUAINIE(0) ILINTELL cuantificacion) ERECION BT CURVA DE CALIBRACION
120 % (sol
LAL 0.1-1 EU/mL 01 EU/mL endotoxin | 0120 % (olo | gy 1509, | 1,0.5,0.25,01 EU/mL
intraplaca)

3.2.8. Cuantificacion de HCPs

Como ya se coment6 en el apartado de Materiales y métodos, el kit de cuantificacién de
HCPs (Host Cell Proteins, proteinas de la célula hospedadora) esta desarrollado para determinar
la presencia de HCPs de E. coli en productos producidos en E. coli. Es un método genérico, es
decir, estd disefado para reaccionar con todas las HCP que puedan contaminar el producto
independientemente del proceso de purificacién.
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En esta técnica, la absorbancia a 405 nm es directamente proporcional a la concentracién de
HCPs presentes mediante un modelo logistico de 4 parametros (4 PL) aplicando la férmula:

a—d

r=d 4
e

- aesel minimo valor que se puede obtener

- beslapendiente de la curva, pendiente de Hill

- ces el punto de inflexion (punto medio de la curva entre los valores a y d)
- des el mdximo valor que se puede obtener

- yeslaabsorbancia a 405 nm

- xeslaconcentraciéon de HCPs.

Los parametros analizados para cualificar esta técnica se resumen en la Tabla 3.43.

Tabla 3.43. Pardmetros para la cualificacién del método analitico “Cuantificacion de HCPs”.

PARAMETROS DE CUALIFICACION DE LA
METODO PARAMETRO DE ATRIBUTO DE TECNICA
ANALITICO ESPECIFICACION CALIDAD e ivie
LC Lfnea R.ango Precision |Exactitud SIACEh
lidad lineal dad
Proteinas de la célula
HCPs IMPUREZAS DE hospedadora (Host \/ \/ \/ \/ \/ \/
PROCESO .
cell proteins (HCPs))

Linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion (LC)
Se analizaron 3 placas en las que se analizaron (por triplicado) las siguientes concentraciones
del estandar: 100, 40, 12, 3, 1 ng/mL.

El anélisis de los resultados de linealidad, rango lineal, limite de cuantificacion se muestra
en la Tabla 3.44.

Tabla 3.44. Estudio de la linealidad, rango lineal y LC en la cuantificacién de HCPs.

[HCPs] (ng/mL)
100 40 12 3 1
Promedio Abs 450, (1=5) 1.100 0418 0.131 0.028 0.012
- Exactitud (%) 100.1 98.8 107.5 90.5 98.9
S | Precision (100- cv) (%) 95.7 9%.6 9%.1 %39 919
é Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): V v N \ N
Ecuacion de la curva: a(Ay) [ 000395 | c(X)[2101120 [ b(p) | 10575 | d(A) [ 41149 | R:= | 0999
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 1ng/mL
[HCPs] (ng/mL)
100 40 12 3 1
Promedio Abs 450, (n=5) 1.163 0.516 0132 0.028 0.011
. Exactitud (%) 100.0 99.9 99.9 100.0 914
S | Precision (100- cv) (%) 9.8 9208 95.8 923 946
g Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): v N N N N
Ecuacion de la curva: a(Ay) [ 000603 | c(x)| 118 bp) | 13016 | d(A) [ 26 R= | 0999%
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 1 ng/mL
[HCPs] (ng/mL)
100 40 12 3 1
Promedio Abs 45, (n=5) 1148 0472 0.140 0.029 0.009
| Exactitud (%) 9.9 99.7 100.1 %2 1125
S | Precision (100- cv) (%) 98.0 97.9 95.7 9.6 89.3
é Rango lineal (cumple exactitud y precision 80 - 120%): v N N \ R
Ecuacion de la curva: a(Ay) [ 000392 | c(x)| 1240 [ b [ 10119 [ d@a) [ 159 R= | 1.0000
Limite de Cuantificacion (menor valor con precision y exactitud 75-125%): 1 ng/mL

Se pudo concluir que el rango desde 100 ng/mL hasta 1 ng/mL de HCP cumplia el criterio
de aceptacion de exactitud 80-120 % y precisién 80-120 %.
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Precision intraplaca e interplaca

La precision se calcul6 intra e interplaca (Tabla 3.45) analizando el coeficiente de variacién

entre las medidas dentro de cada placa y entre las distintas placas del apartado anterior.

Tabla 3.45. Precision intraplaca (tabla superior) e interplaca (tabla inferior) en la cuantificacion de HCPs.

[HCPs] (ng/mL)

100 40 12 3 1
5 Promedio Abs 450, (n=5) 1.110 0.418 0.131 0.028 0.012
::] i Desv. Est. 0.047 0.014 0.005 0.002 0.001
A~ CV (%) 43 34 3.9 6.1 8.1
5 Promedio Abs 450,m (n=5) 1.163 0.516 0.132 0.028 0.011
:ﬂ] o~ Desv. Est. 0.037 0.048 0.006 0.002 0.001
A~ CV (%) 3.2 9.2 4.2 7.7 54
5 Promedio Abs 450, (n=5) 1.148 0.472 0.140 0.029 0.009
5 0 Desv. Est. 0.023 0.010 0.006 0.001 0.001
A~ CV (%) 2.0 2.1 43 3.4 10.7
5 2 Promedio Abs 450,m (n=3) 1.140 0.469 0.134 0.028 0.011
3 L2 ~ Desv. Est. 0.027 0.049 0.005 0.001 0.002
~ | CV (%) 2.4 10.4 3.9 2.9 13.9

En este apartado se pudo concluir que:

- Laprecision intraplaca fue inferior al 11 % en todas las concentraciones de HCP ensayadas,
por lo que cumplia el criterio de aceptacion (CV<20 %).

- Laprecision interplaca fue inferior al 14 % en todas las concentraciones de HCP ensayadas,
por lo que cumplia el criterio de aceptacion (CV<20 %).

Repetibilidad

La repetibilidad se estudi6 realizando 6 lecturas consecutivas de las placas mencionadas
anteriormente. El coeficiente de variaciéon en las 6 repeticiones consecutivas de la medida a 450
nm en todos los pocillos del experimento no superé el 2 %, por lo que cumpli6 el criterio de
aceptacion (CV<10 %) (datos no mostrados).

Exactitud

La exactitud se midio:

a) por patrones, cuantificando 3 concentraciones de patrén de endotoxinas (1, 50 y 100 ng/mL)
por sextuplicado (ver Tabla 3.46) mediante la férmula:

Exactitud =

Conc. media determinada

Conc. tedrica

Tabla 3.46. Medida de la exactitud por patrones (cuantificacion de HCP).

x 100

[HCP] teérica |[HCP] medida 1|[HCP] medida 2 ([HCP] medida 3 |[HCP] medida 4 |[HCP] medida 5 [[HCP] medida 6 Promedio cv (%) Exactitud
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) [HCP] (ng/mL) (%)
1 1.45 1.29 0.96 1.04 0.80 0.96 1.08 22.00 108.3
50 56.29 49.65 52.61 48.87 53.05 65.66 54.36 11.30 108.7
100 131.27 110.54 101.39 105.43 109.59 112.83 111.84 9.25 111.8
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b) por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificando una
mezcla de una muestra de QG31 maés el patréon de endotoxinas empleado para la recta y
calculando la recuperacién, ver Tabla 3.47) mediante la férmula:

Conc-(Muestra+Adicionada)_ Conc.yyestra

Exactitud (Recuperacién) = X 100

ConC'Adicionada

Tabla 3.47. Medida de la exactitud por el método de adiciones y posterior estudio de las recuperaciones (cuantificaciéon
de HCPs).

Muestra [HCP] medida | [HCP] medida | [HCP] medida Promedio v (%) Exactitud
1 (ng/mL) 2 (ng/mL) 3 (ng/mL) [HCP] (ng/mL) (%)
Muestra QG31 16.66 14.02 17.49 16.05 11.3 -
Muestra QG31 + 5 ng/mL HCP 22.98 21.81 20.22 21.67 6.4 112.3
Muestra QG31 + 10 ng/mL HCP 28.68 25.74 26.41 26.94 5.7 108.9
Muestra QG31 + 20 ng/mL HCP 41.87 43.68 38.87 41.47 5.9 127.1

Se pudo concluir que se cumplié el criterio de aceptacién de exactitud 80-120 % excepto en
el caso concreto de adicién de 20 ng/mL HCPs a una muestra purificada de QG31.

Selectividad (efecto matriz)

Segtin la hoja de producto del kit “Immunoenzymetric Assay for the Measurement of E. coli
Host Cell Proteins” (Catalog F410, Cygnus Technologies) el criterio de aceptacién es que el valor
de la concentraciéon de HPC del estindar 20 ng/mL en la matriz esté en el rango 15 a 30 ng/mL
(lo que equivale a una recuperacién de 75-150 %).

Los datos del estudio de matrices se detallan en la Tabla 3.48.

Tabla 3.48. Efecto matriz (selectividad) en la cuantificacion de HCP.

Cumple L. Cumple
[NaCl] (mM) ([1:{;;;]) CV (%) rango [Sulfat((‘)‘r;\tl‘r;omco] ([;I;;i]) CV (%) rango
15-30 ng/mL 15-30 ng/mL
500 20.41 7.3 N 500 24.30 11.8 N
400 21.27 1.1 N 400 21.68 46 v
300 2213 48 v 300 22.92 3.7 N
200 22.20 4.0 v 200 21.70 25 N
100 23.80 22 \ 100 22.57 16 N
50 25.21 2.8 N 50 23.66 33 N
25 24.64 6.3 N 25 24.75 2.6 v
. Cumple . Cumple
P[}T;;Sffhﬂ) ([fg;:‘ii]) CV (%) rango [iclit;t; S(;fl:;;) 1 E;C:i]) CV (%) rango
15-30 ng/mL 15-30 ng/mL
100 27.22 24 v 100 24.72 42 N
50 24.97 3.9 \ 50 25.21 7.2 N
20 26.20 21 \ 20 26.29 6.0 N
[Citrato sédico] [HCPs] v (%) Crl;rr?gp:e [Carbonato sédico] pH 8 [HCPs] v %) il;]:gpje
pH 5.5 (mM) (ng/mL) (mM) (ng/mL)
15-30 ng/mL 15-30 ng/mL
100 19.25 2.1 N 100 29.79 23 v
50 22.25 2.2 v 50 27.77 1.5 N
20 25.62 2.8 v 20 26.94 0.8 N
o Cumple
[FOSfam(:l‘\i/Il)m] pHS g{;;i]) CV (%) rango
15-30 ng/mL
100 23.98 17 \
50 25.49 8.2 N
20 26.29 11 \
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En este apartado se pudo concluir que en todos los casos el valor de la concentracién del
estandar 20 ng/mL obtenido estan en el rango 15-30 ng/mL.

Conclusiones

En base a los ensayos anteriores se establecieron las especificaciones que se resumen en la
Tabla 3.49.

Tabla 3.49. Especificaciones del método analitico “Cuantificacién de HCP”.

METODO .. e . . CONCENTRACIONES DE LA
ANALITICO RANGO LINEAL LC (Limite de cuantificacion) PRECISION EXACTITUD CURVA DE CALIBRACION
HCP 1-100 ng/mL HCP 1 ng/mL HCP 80-120 % 80-120 % 100, 40,12, 3, y 1 ng/mL HCP

3.3. DESARROLLO DE LA ETAPA USP

El proceso global de USP (UpStream Process) se divide en dos etapas o unidades de proceso:
a) Fermentacién y recoleccién de la biomasa celular
b) Lisis y clarificaciéon

Al final de cada etapa se obtiene un producto intermedio denominado “biomasa” y “lisado
clarificado” respectivamente (Figura 3.24).

FERMENTACION Y LISISY
RECOLECCION CLARIFICACION
I RCB l ‘, ____________________________ » BIOMASA
[ INOCULO } | '

[ DESCONGELACION DE BIOMASA ]

. 4

[ FERMENTACION: BATCH } i $
v - : | RESUSPENSION DEBIOMASA |

[ FERMENTACION: FED-BATCH }

! A 4
- — = : { LISIS ]
[ FERMENTACION: INDUCCION } | ¢ — !
\ 4 3 v
[ FERMENTACION: ENFRIAMIENTO } : CLARIFICACION:
¥ B ; CENTRIFUGACION
[ RECOLECCION: CENTRIFUGACION l i
S ] ‘ 1
~ ; [ CLARIFICACION: FILTRACION ]
[ ALMACENAMIENTO DE BIOMASA } ; : =
v ! v

BIOMASA -~ --mmmmmmmmon LISADO CLARIFICADO

Figura 3.15. Esquema del proceso USP (UpStream Process) mediante el cual se obtiene la biomasa que ha expresado
QG231 (izquierda) y el lisado clarificado (derecha).
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Siguiendo el concepto de Calidad desde el disefio (Quality by Design), durante el desarrollo
de la etapa USP y con el objetivo de determinar los valores 6ptimos de los parametros criticos y
el rango de trabajo de los mismos, se empled el disefio de experimentos (DoE, Design of
Experiments).

3.3.1. Crecimiento y expresién con la cepa E. coli LBP FTO PJ411_QG31

En la primera fase de desarrollo (Apartado “3.2. Primera fase de desarrollo”) se empled la
cepa E. coli (BL21) transformada con el plasmido pET26b(+) que contenia la secuencia codificante
de QG31. En esta segunda fase, en la que se define el proceso de purificaciéon de QG31, se empled
la cepa E. coli LBP FTO (LeanBioPro, Freedom To Operate) transformada con el plasmido pJ411 que
contenia la secuencia codificante de QG31 (plasmido pJ411_QG31).

El cambio de cepa implicé la generacién de un nuevo RCB (Research Cell Bank) asi como
nuevos estudios de crecimiento y expresién que se llevaron a cabo tanto en matraz como a escala
de biorreactor. se llevaron a cabo

Partiendo de alicuotas de este RCB y con el objetivo de determinar la velocidad especifica
de crecimiento () y la densidad 6ptica alcanzada al agotarse la glucosa (Figura 3.25), se realizé
una primera fermentacién en modo discontinuo (batch).

Curva de crecimiento (Batch) Curva de crecimiento (Batch)
25 1.0
—0=0ODf00nm y =0.5283x-1.919 o*
20 u (1/h) 08 R2=10.9998 .
£ .
£ 15 =
O% 15 0.6 < °
a = .
10 04 .
L]
5 0.2 .
L
0 0.0 2.
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 3.16. Curva de crecimiento de la cepa E. coli LBP FTO-pJ411_QG31 y calculo de la velocidad de crecimiento en
modo discontinuo (batch). Panel izquierdo: densidad 6ptica a 600 nm (azul) y la velocidad de crecimiento (naranja) en
funcion del tiempo (horas). Panel derecho: logaritmo neperiano de la densidad éptica en funcién del tiempo para el
calculo de la velocidad de crecimiento.

Se observé un crecimiento con una velocidad especifica de crecimiento (x) de 0.53 hl que
alcanzaba una DOggo de 19.9 UA al final de la fase discontinua.

Conociendo estos pardmetros, se realizé una nueva fermentacién en la que, tras la fase
discontinua, se crecié el cultivo en modo semicontinuo (fed-batch) adaptando el perfil de
alimentacién empleado en la primera etapa de producciéon de QG31 para un crecimiento con una
4 de 0.2 h, a la densidad 6ptica alcanzada al final de la fase batch de la cepa E. coli LBP FTO-
pJ411_QG31 (DOgwo de 19.9 UA) (Figura 3.26). El perfil de alimentacién permitié un crecimiento
con una # de 0.197 h', de modo que se fijé dicho perfil en las sucesivas fermentaciones.
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Curva de crecimiento en fed-batch Curva de crecimiento en fed-batch
120 7 1.0 5.0
—O— Batch 1 09 45
100 ~O— Fed-batch 1 08 4.0
—O—u(1/h) ,
80 07 = 35 y =0.1957x - 0.2811
- 1 06 230 R2=10.9988
g = g
g 60 1053 Q25
o] = 2
/A 1 04 Z 20
40 103 =15 | y=0543ax-5.9482 ® Batch
= -,
1 o2 10 R2=0.9996 © Fed-batch
20
1 01 0.5
0 400 0.0
14 16 18 20 22 24 26 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 3.17. Calculo de la velocidad de crecimiento de la cepa E. coli LBP FTO-pJ411_QG31 en las fases batch y fed-
batch. En el panel izquierdo, en el eje izquierdo, se muestran la densidad 6ptica en las fases batch (azul) y fed-batch
(naranja) y, en el eje derecho, la velocidad especifica de crecimiento (verde), respecto al tiempo transcurrido (horas).
En el panel derecho se muestra el logaritmo neperiano de la densidad éptica del cultivo respecto al tiempo transcurrido
(horas). Se muestra la ecuacién de la recta tanto para la fase batch (azul) como fed-batch (naranja).

Se llevaron a cabo tres fermentaciones que incluyeron las fases de batch (modo discontinuo),
fed-batch (modo semicontinuo) e induccién de la expresion de QG31. La induccidn se realizé a 37
°C con 1 mM de IPTG durante 3 h, tras las cuales el cultivo se enfrié por debajo de 15 °C.

wa _ CTL. M - to b b tan tin Post-enf. kDa - M o oty by by bty Post-enf.
y = [0
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=] 301 -—
201 201
‘ - . — -
144 S e —— = 14l
_= == 65
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wa - M-ty ot by b by Postenf . - M ty byt ty ty Postenf.
201
170 - 220
170+
116+
971 116+
76 — T
76+
66| . a6 L
53 531
454 454
30+ S
3u——l —
) 8 % acrilannda. Cond. reductoras 8 % acrilamida. Cond. no reductoras

Figura 3.18. Cinética de expresion de QG31 de la cepa E. coli LBP FTO-pJ411_QG31 en biorreactor (n=3) tras induccion
a 37 °C con 1 mM IPTG. Panel superior: porcentaje de expresiéon de QG31 (analizado mediante SDS-PAGE en geles
de 12.5 % de acrilamida en condiciones reductoras). Panel central izquierdo: SDS-PAGE (12.5 % acrilamida,
condiciones reductoras). Panel central derecho: Western blot (12.5 % acrilamida, condiciones reductoras). Panel
inferior izquierdo: Western blot (8 % acrilamida, condiciones reductoras). Panel inferior derecho: Western blot (8 %
acrilamida, condiciones no reductoras).

En los tres casos la velocidad de crecimiento durante la fase fed-batch fue de 0.2 h'l y el
porcentaje de QG31 tras la inducciéon alcanzé un promedio de 39.4 % (analizado por
densitometria en SDS-PAGE) (Figura 3.27).

3.3.2. Disefio de experimentos (DoE) para la etapa USP

Como un primer paso del desarrollo del proceso de USP se llevé a cabo un anélisis de riesgos
para cada unidad de proceso. En primer lugar, se identificaron los parametros que podian afectar
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a atributos criticos del producto. En segundo lugar, estos pardmetros se clasificaron (Tabla 3.50)
en tres niveles de riesgo segtin la probabilidad de que pudieran afectar a dichos atributos criticos:

- Nivel 1: alta probabilidad
- Nivel 2: probabilidad media
- Nivel 3: baja probabilidad

Tabla 3.50. Nivel de riesgo de los parametros criticos implicados en las unidades de proceso “Fermentacion” y “Lisis”
de la etapa USP.

Unidad de proceso Parametro Nivel de riesgo

Temperatura de induccién
Concentracién de IPTG

DOg¢q de induccion

4 en la etapa fed-batch

Presioén de oxigeno (pO,)
pH
Volumen inical/final

Fermentacion

Proporcion de inéculo

DOy final del cultivo en matraz

DOgq inicial en biorreactor

Presion

Numero de pases 1

Lisis -
DOgq del cultivo celular

Temperatura 3

En el desarrollo de nuestro proceso, sélo se estudiaron los pardmetros con una alta
probabilidad (Nivel de riesgo 1) de afectar a los atributos de calidad criticos. Se llevé a cabo el
disefio de experimentos con un disefio compuesto central centrado en la cara (CCF) y los datos
fueron analizados con el software StatgraphicsX VII.

3.3.21. DISENO DE EXPERIMENTOS EN LA ETAPA DE BIORREACTOR
(FERMENTACION)

En la unidad de proceso de fermentacién y recolecciéon de la biomasa, se clasificaron 4
pardmetros en nivel 1 de riesgo con respecto a la induccién de la expresion de QG31 durante la
fermentacion en el biorreactor (Tabla 3.50):

- Temperatura de inducciéon
- Concentraciéon de IPTG
- Densidad éptica del cultivo para la induccién

- Velocidad especifica de crecimiento (1) durante la fase semicontinua (fed-batch) de la
fermentacion

Dado el alto niimero de fermentaciones necesario para estudiar estos 4 parametros a escala
de biorreactor, los parametros temperatura de induccién y concentracién de IPTG se estudiaron
a escala de matraz.

a) Efecto de la temperatura de induccion y concentracion de IPTG sobre la expresion de
QG31

En experimentos anteriores, las condiciones para la induccién de QG31 en la cepa E. coli LBP
FTO PJ411_QG31 fueron: una temperatura de induccién de 37 °C y una concentracién de IPTG
de 1 mM. Estas condiciones proporcionaron una buena expresiéon de QG31, pero se detectaron
también de variantes de alto y bajo peso molecular (Figura 3.27). Una menor temperatura y/o
concentracion de IPTG podrian tener un impacto positivo en la reduccién de dichas variantes,
manteniendo niveles de expresiéon de QG31 adecuados.
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Para ello, se estudié mediante el disefio de experimentos a escala de matraz, el efecto de la
reduccién de la temperatura y la concentracién de IPTG. Concretamente, se probaron las
temperaturas de 23 °C, 30 °C y 37 °C, asi como las concentraciones de IPTG: 0.1 mM, 0.55 mM y
1 mM. Para el estudio de dos pardmetros de 3 niveles cada uno, el modelo CCF (modelo
compuesto central centrado en la cara) estableci6 las siguientes condiciones:

Tabla 3.51. Niveles estudiados en el disefio de experimentos para las condiciones de temperatura y concentracion de
IPTG para la induccién de QG31 en la cepa E. coli LBP FTO PJ411_QG31.

Nivel de DoE Condiciones del nivel
N° experimento [Temperatura| [IPTG] [Temperatura (°C)| [IPTG] (mM)

1 1 -1 37 0.1
2 1 1 37 1
3 -1 -1 23 0.1
4 -1 1 23 1
5 1 0 37 0.55
6 -1 23 0.55
7 0 1 30 1
8 0 -1 30 0.1
9 0 0 30 0.55
10 0 30 0.55
11 0 30 0.55

Los cultivos se crecieron a 37 °C hasta una densidad 6ptica de 0.6-0.8 UA, momento en el
que se enfriaron hasta alcanzar la correspondiente temperatura de induccién y se indujeron a la
correspondiente concentracion de IPTG. Tras 3 h de induccién, se recogieron muestras de los
cultivos para analizar el nivel de expresiéon de QG31 (mediante densitometria en SDS-PAGE,
Figura 3.28). Adicionalmente, se analiz6 la presencia de variantes de alto y bajo peso molecular
mediante Western blot observandose un patrén de bandas similar en todas las condiciones
testeadas (datos no mostrados).

% QG31 en funcién de la T* y [IPTG] Raw Vol. QG31 en funcién de la T* y [IPTG]
37 °C 130°C m123°C m37°Cm30°Cr23°C
60 1LE+07
52.96 52.03 53.10 — o

50 B 4560 T 1.E+07 ]
g 1.E+07
= 40 L +
8 30.92 8 8.E+06

30 >
< 23.03
N 21.27 Z  6.E+06
= <
e 20 P>
=) 4.E+06
9

10 137 2.E+06

0 0.E+00
0.1 0.55 1 0.1 0.55 1
[IPTG] (mM) [IPTG] (mM)

Figura 3.19. Efecto de la temperatura de induccién y concentracion de IPTG sobre la expresion de QG31. Se muestra
la pureza de QG31 (panel izquierdo) y el Raw Vol. (intensidad de la banda de QG31) (panel derecho) en funcién de la
temperatura de induccién y la concentracién de IPTG.

Se realiz6 un analisis del contorno de superficie estimada y un diagrama de Pareto (modelo
compuesto central centrado en la cara (CCF) obtenido mediante el software StatgraphicsXVII)
(Figura 3.29).
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada Diag de Pareto izada para Pureza QG31
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Temperatura Efecto estandarizado

2 12 15

Figura 3.20. Analisis de la pureza de QG31 en funcién de la temperatura de induccién y la concentracién de IPTG
adicionada para la induccién. Panel izquierdo: contorno de la superficie estimada. Panel derecho: diagrama de Pareto.

Del anélisis del nivel de expresiéon de QG31 (Figura 3.29, panel derecho), se pudo concluir
que ambos factores (temperatura y concentracion de IPTG) afectaban al porcentaje de QG31,
siendo mayor el efecto de la temperatura. Las condiciones que el modelo establecié para una
maéaxima expresion de QG31 en matraz (figura 3.29, panel izquierdo) fueron 37 °C y 0.59 mM
IPTG.

Las condiciones establecidas por el modelo como las 6ptimas en matraz, 37 °C y 0.6 mM
IPTG, se testearon en el biorreactor (Figura 3.30).

Cinética de expresion de QG31

4
0 ——0.6 mM IPTG
30 —o—1 mM IPTG
i
3 20
0]
=
10
0

0 1 2 3 Post-enfr.

Tiempo tras induccion (h)

Figura 3.21. Comparacion de los niveles de expresién de QG31 en la cepa E. coli LBP FTO PJ411_QG31 tras induccién
a 37 °Ccon1 mM IPTG (azul) 0 0.6 mM IPTG (naranja) en biorreactor.

Se pudo concluir que los niveles de expresion a 37 °C con 0.6 mM IPTG y 1 mM fueron
practicamente idénticos, en torno a 39 %. Dichas condiciones de induccién (37 °C y 0.6 mM IPTG)
fueron las que se fijaron para las sucesivas fermentaciones llevadas a cabo en el biorreactor.

b) Efecto de la densidad optica de induccién y la velocidad de crecimiento durante la fase
semicontinua (fed-batch) (DoE)

Una vez establecidas la temperatura de induccién (37 °C) y la concentracién de IPTG (0.6
mM), se estudiaron tanto la densidad 6ptica a 600 nm (DOsoo) del cultivo en el momento de la
induccién como la velocidad de crecimiento (¢) durante la fase discontinua de la fermentacion.

Para caracterizar la velocidad de crecimiento, se realizaron una serie de fermentaciones para
estudiar el perfil de adiciéon de sustrato durante la fase de fed-batch en biorreactor y comprobar
que se podia controlar el crecimiento de la cepa E. coli LBP FTO PJ411_QG31 a diferentes
velocidades. Se comprobé que desde p = 0.15 a p = 0.24 h?, la velocidad era controlable y
reproducible, permitiendo definir el espacio de disefio previo al disefio de experimentos (Figura
3.31).
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Figura 3.22. Representacion logaritmica del crecimiento en biorreactor en fed-batch de la cepa E. coli LBP FTO
PJ411_QGS31 para el calculo de la velocidad especifica de crecimiento (pendiente del ajuste lineal). Panel izquierdo: u
=0.15 h-l. Panel derecho: u =0.24 h-.

Para estudiar mediante disefio de experimento (DoE) la influencia de la densidad 6ptica y la
velocidad de crecimiento durante la fase semicontinua (fed-batch) en los niveles de expresion de
QG31, se establecieron tres niveles para cada parametro (65, 75, 85 UA y 0.15, 0.20, 0.25 h!
respectivamente), obteniéndose como resultado las condiciones recogidas en la Tabla 3.52.

Tabla 3.52. Condiciones del disefio de experimentos para analizar el efecto de los parametros “densidad éptica (DOsoo)
de induccién” y “velocidad de crecimiento en la fase discontinua (u fed-batch)” en 3 niveles sobre la calidad del
producto QG31.

Nivel de DoE Condiciones del nivel

N° DOgq induccion | p fed-batch | DO, induccion | u fed-batch
experimento (UA) (™Y (UA) (1
1 0 0 75 0.2
2 1 0 85 0.2
3 -1 1 65 0.25
4 1 -1 85 0.15
5 1 1 85 0.25
6 -1 -1 65 0.15
7 -1 0 65 0.2
8 0 1 75 0.25
9 0 0 75 0.2
10 0 -1 75 0.15
11 0 0 75 0.2

Las fermentaciones de cada experimento se llevaron a cabo a la velocidad de crecimiento
establecida segtin la condicién hasta la densidad 6ptica correspondiente y la expresiéon de QG31
se indujo a 0.6 mM IPTG. Durante la induccién, se mantuvo el perfil de alimentacion de la fase
semicontinua (fed-batch) para un crecimiento a la velocidad correspondiente. Tras 3 h de
induccion y un enfriamiento del cultivo por debajo de 15 °C, se analizaron:

- las variantes de alto y bajo peso molecular por Western blot. Los resultados mostraron
un patrén de bandas similar en todas las condiciones estudiadas (datos no mostrados)

- la expresion de QG31 (mediante el célculo del porcentaje de QG31 por densitometria en
SDS-PAGE) (Figura 3.32)
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Figura 3.23. Expresion de QG31 en funcién de la densidad éptica de induccién y de la velocidad de crecimiento (u)
durante la fase discontinua de la fermentacion.

Grafico de deseabilidad

Diagrama de Pareto Estandarizada para Pureza QG31

Deseabilidad T T T T T
0,0 +
- o4 ocidad crecimiento =N
- 0,2
1 03
0.4 A:DO600NnM
0,8 0.5
0,6
’ BB
R 0,7 I:|
0.4 0,8
‘ e A ;
0,2 Bl 1,0
0,28
0k 0,24 AB
N L L L L

60

65 70 =" 0,16

7
S 80 85 g O%Rlocidad crecimiento
DO600NM Efecto estandarizado

Figura 3.24. Contorno de la superficie estimada (panel izquierdo) y diagrama de Pareto (panel derecho) del
analisis de la pureza de QG31 en funcién de la densidad 6ptica y la velocidad de crecimiento.

El modelo compuesto central centrado en la cara (CCF) obtenido mediante el software
StatgraphicsXVII mostré que el pardmetro que mas afectaba al resultado de la expresion de QG31
era la velocidad de crecimiento (Figura 3.33, panel derecho).

Tras establecer el siguiente rango de trabajo:
- 1=02%£0.02h!
- DOeoo de induccion =75+ 5 AU

se predijo la variacion de la expresién de QG31 respecto al punto central (Tabla 3.53).

Tabla 3.53. Prediccion de la expresion de QG31 mediante StratGraphics (modelo CCF) dentro del rango de trabajo
establecido (u = 0.2 £ 0.02 h"' y DO¢oo de induccién =75 £5 AU).

Modelo DoE
a0 I Diferencia respecto al
Descripcion DOgoonm (UA) u(h™) Pureza QG31 (%)
punto central (%)
Punto central 75 0.2 35.1 0
70 0.2 35.3 0.6
uconstante
80 0.2 33.7 -4
DOs0onm constante e 0.18 34.2 25
75 022 36.8 438
70 0.18 345 -1.6
70 022 369 52
Extremos
80 0.18 327 -6.8
80 0.22 35.5 11
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Se comprobé con el modelo que la mayor diferencia de expresiéon de QG31 (en SDS-PAGE
al 12.5 % en condiciones reductoras) respecto al punto central, en el rango de trabajo establecido
era inferior al 10 % (el maximo valor fue de 6.8 %).

3.3.2.2. DISENO DE EXPERIMENTOS EN LA ETAPA DE LISADO

En lo que respecta a la unidad de proceso de lisis y clarificacion, se asigné el nivel 1 de riesgo
a tres parametros: presion, nimero de pases y densidad 6ptica del cultivo celular (Tabla 3.50).

Para definir el espacio de disefio previo al disefio de experimentos, se llevaron a cabo una
serie de experimentos en los que se estudio el efecto de la presion aplicada para que se produzca
la lisis sobre la calidad del producto QG31. Se llevaron a cabo hasta 3 pases de lisis en el disruptor
celular a presiones en el rango de 500 a 1500 bar. En el sobrenadante cada ensayo se cuantificé la
proteina total mediante Bradford y se estudio la pureza de QG31 (mediante SDS-PAGE) y la
identidad mediante Western blot (Figura 3.34).

1000 1500 500 1000 1500 500 —» Presion (bar)
kba M CT.. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 kDa M CTL. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 -»N°depases

97 +
66

-+ QG31
45— -

30 4 —

144+
6.5+

12.5 % Acrilamida. Cond. reductoras 12.5 % Acvilamida. Cond. no reductoras

Figura 3.25. Analisis del efecto de la presion y n° de pases durante la lisis sobre la calidad del producto QG31 mediante
Western blot.

El patrén de bandas observado fue similar en todos los ensayos, y el mayor rendimiento de
QG31 (medido como mg de QG31/ mL calculado a partir de la pureza en SDS-PAGE y la cantidad

de proteina total mediante Bradford) se obtuvo con dos pases a una presiéon de 1000 bar (Figura
3.35).

500 bar ®1000 bar m 1500 bar

1 2 3

N° de pase

Rendimiento (mg QG31 / mL)
O = N W ks U

Figura 3.26. Rendimiento de QG31 en funcién de la presion y el nimero de pases en el disruptor celular.

Teniendo en cuenta estos resultados, para el disefio de experimentos de la etapa de lisis y
clarificacién, en el que se establecieron tres parametros (con tres niveles cada uno):

- densidad del cultivo (85, 100 y 115 UA)
- presién (750, 1000 y 1250 bar)
- numero de pases (1, 2 y 3 pases)
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el modelo CCF defini6 las condiciones recogidas en la Tabla 3.54.

Tabla 3.54. Condiciones del disefio de experimentos para analizar el efecto de los parametros de la lisis sobre el
rendimiento de QG31. Se establecen 3 parametros (densidad del cultivo, presién y ntimero de pases) con 3 niveles
cada uno.

Condicion DOgg0 nm del cultivo (UA) Presion (bar) N
pases
1 85 1000 2
2 115 1250 3
3 100 750 2
4 85 1250 3
5 115 1000 2
6 100 1000 2
7 115 1250 1
8 100 1000 2
9 100 1250 2
10 115 750 1
11 100 1000 1
12 85 750 1
13 115 750 3
14 100 1000 2
15 85 1250 1
16 100 1000 3
17 85 750 3

Las muestras generadas se analizaron por Bradford, SDS-PAGE y Western blot
observandose que el patréon de bandas también fue similar en todas las condiciones analizadas
(datos no mostrados).

En cuanto al rendimiento de QG31 (expresado como mg de QG31/mL), el andlisis de los
datos mostr6 que los parametros que mas influencia tuvieron sobre el mismo fueron la densidad
6ptica y la presion (Figura 3.36).

Diagrama de Pareto para QG31 N°® pases=1,0
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Figura 3.27. Anilisis de la pureza de QG31 en funcién de la densidad dptica, la presién y el namero de pases de la
lisis. Panel superior izquierdo: diagrama de Pareto. Panel superior derecho y paneles inferiores: contorno de la
superficie estimada.
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Segtin el modelo, y teniendo en cuenta el camino de maximo ascenso para el rendimiento de
QG31, para que la variaciéon del rendimiento de QG31 predicho a 1000 bares, 2 pases, densidad
6ptica de 100 UA fuera inferior al 10 %, los valores de los parametros debian estar dentro del
rango:

- DOsoonm de normalizacién de la biomasa: de 97 a 104 UA.
- Presion de lisis en disruptor: de 940 a 1051 bar.

En el caso de establecer una variacion del rendimiento de QG31 inferior al 20 %, los valores
de los pardmetros debian estar dentro del rango:

- DOsoonm de normalizacién de la biomasa: 95 a 108 UA.

- Presion de lisis en disruptor: 872 a 1089 bar.

3.3.3. Conclusion

Tras el desarrollo de la etapa USP, quedaron establecidas las condiciones para el crecimiento
de la cepa E. coli LBP FTO-pJ411_QG31, expresion de QG31 y lisado celular. Los valores 6ptimos
de los pardmetros criticos de proceso y el rango de trabajo de los mismos fueron:

- Temperatura de crecimiento del cultivo: 37 °C

- Induccién de la expresion de QG31: 0.6 mM IPTG

- Velocidad de crecimiento en la fase discontinua: p = 0.2 £ 0.02 h-!

- Densidad éptica de induccién =75 £ 5 UA

- Lisado: 2 pases a 1000 + 50 bar a una densidad 6ptica de 100 + 3 UA

3.4. DESARROLLO DEL PROCESO DE PURIFICACION DE QG31 (DSP)

En la primera fase de desarrollo se detectaron mediante SDS-PAGE y Western blot
impurezas de producto (variantes de tamafio) de dos tipos:

- contaminantes de bajo peso molecular, de menor tamafio que QG31 que podrian ser posibles
proteinas truncadas o productos de degradacién
- contaminantes de alto peso molecular, que podrian ser dimeros u oligémeros de QG31

Durante la primera fase de desarrollo también se pudo apreciar que:

- el rendimiento de la primera etapa cromatogréfica (intercambio ionico) era especialmente
bajo (13 %)

- la concentracién de endotoxinas en el producto terminado todavia era bastante elevada (del
orden de 2x10° EU/mL), incompatible con los requerimientos para una vacuna de aplicacién
intradérmica

Los objetivos principales en el desarrollo de la etapa DSP fueron:
- aumentar el rendimiento de la primera etapa cromatogréfica
- disminuir las variantes de tamafio
- disminuir la concentracién de endotoxinas

- desarrollar un proceso eficaz, robusto y reproducible
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3.4.1. Primera etapa cromatografica: AEX

3.4.1.1. Seleccién de resina mediante el uso de metodologia High-throughput screening: Placas
Predictor

Como ya se ha comentado anteriormente, en la primera etapa cromatografica de la primera
fase desarrollo se obtuvo un bajo rendimiento. El rendimiento relativo (calculado como los mg
de QG31 obtenidos en la elucién respecto a los mg de QG31 introducidos) de esta etapa de
intercambio i6nico en la que se utiliz6 la resina HiTrap Q HP de 5 mL fue de 13 % y la cantidad
de QG31 eluida por mL de resina cromatografica fue de 3.5 mg QG31. Se consideré que este bajo
rendimiento debia ser aumentado y por ello, se decidi6 analizar la capacidad de diferentes resinas
de intercambio iénico para la primera etapa de purificacién cromatografica.

El objetivo de este desarrollo fue aumentar el porcentaje de QG31 que se une a la resina
cromatografica de intercambio i6nico para maximizar el rendimiento de esta etapa o unidad de
proceso.

Para identificar una resina que proporcionase un alto rendimiento combinado con un
elevado grado de purificaciéon, empleando el menor tiempo y el menor volumen de muestra de
partida, se utilizaron las placas Predictor (GE Healthcare).

Las placas Predictor son placas de 96 pocillos en las que cada pocillo contiene resina
cromatografica diferente sobre un filtro, de forma que emula el comportamiento de una columna
cromatografica, permitiendo analizar multitud de condiciones en un dnico soporte al mismo
tiempo y reducir el tiempo de experimentacion.

Se emplearon dos tipos de placas Predictor, una con 3 resinas CEX de intercambio catiénico
(Capto S, Capto MMC, SP Sepharose Fast Flow), y la segunda con 4 resinas AEX de intercambio
aniénico (Capto Q, Capto DEAE, Q Sepharose Fast Flow y Capto adhere).

Se preseleccionaron como sustancias tamponadoras: acetato sédico, citrato s6dico, carbonato
sodico, fosfato sédico y Tris-HCL. Se midi6 la conductividad de dichos compuestos en los rangos
de pH 4-7 (para resinas CEX) y pH 6-9 (para resinas AEX) ya que su efectividad depende de su
baja contribucién a la conductividad global. Se comprobé que, excepto el Tris-HCI que cubria su
rango de pH con una conductividad inferior a 4 mS/cm, el resto de sustancias tamponadoras lo
cubria con una conductividad inferior a 2 mS/cm, por lo que no se descarté ninguna de las
sustancias tamponadoras preseleccionadas.

Se siguieron los siguientes esquemas de trabajo para realizar los ensayos en placas Predictor:
Figura 3.37 para las placas Predictor de intercambio catiénico (CEX) y Figura 3.38 para las placas
Predictor de intercambio aniénico (AEX).
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Biomasa lisada clarificada

100 mL lisado clarificado + 100 mL lisadoclarificado +
1 mL acido acético 1M 1 mL acido citrico 1M

20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20mL 20 mL 20 mL
lisado lisado lisado lisado lisado lisado lisado lisado

I I I I | [ I I
Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste
apH4 apH5 apH6 apH7 apH4 apH5 apH6 apH7

I I I I I I [ I
+agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua

hasta 21 mL || hasta 21 mL || hasta 21 mL || hasta 21 mL hasta 21 mL || hasta 21 mL || hasta 21 mL || hasta 21 mL

I I I I I I I I
100 uL -> A1 || 100 uL -> A2 || 100 uL -> A3 || 100 uL -> A4 100 uL ->C1 || 100 uL -> C2 || 100 uL -> C3 || 100 uL -> C4
100 uL ->B1 || 100 uL->B2 | 100 uL ->B3 | 100 uL -> B4 100 uL -> D1 || 100 uL -> D2 || 100 uL -> D3 || 100 uL -> D4
100 uL -> A5 || 100 uL -> A6 || 100 uL -> A7 || 100 uL -> A8 100 uL -> C5 || 100 uL -> C6 || 100 uL ->C7 || 100 uL -> C8
100 uL ->B5 || 100 uL->B6 | 100 uL ->B7 | 100 uL -> B8 100 uL ->D5 || 100 uL -> D6 || 100 uL -> D7 || 100 uL -> D8
100 uL -> A9 | 100 uL -> A10 || 100 uL -> A11 || 100 uL -> A12 100 uL -> C9 ||100 uL -> C10 || 100 uL -> C11 || 100 uL -> C12
100 uL -> B9 || 100 uL -> B10 || 100 uL -> B11 || 100 uL -> B12 100 uL -> D9 || 100 uL -> D10 || 100 uL -> D11 || 100 uL -> D12

Figura 3.28. Esquema de trabajo para las placas Predictor de intercambio catiénico (CEX). En los recuadros inferiores,
el c6digo de una letra y un ntimero hace referencia al pocillo (nimero de fila y nimero de columna) de la placa
Predictor en el que se afiade dicha muestra.

Biomasa lisada clarificada

20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado 20 mL lisado
+0.4 mL Tris- +0.4 mL Tris- +0.4 mL Tris- +0.4 mL Tris- +0.4 mL carb. +0.4 mL carb. +0.4 mL carb +0.4 mL carb. +0.4 mL fosf +0.4 mL fosf +0.4 mL fosf +0.4 mL fosf
HCI25M HCI25 M HCl125M HCI25M sodico 1 M sodico 1 M sodico 1 M sodico 1T M sodico 1 M sodico 1 M sodico 1 M sodico 1 M
I I I I | | I I I I I I
Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste
apH6 apH7 apHS8 apH9 apH6 apH7 apH8 apH9 apH6 apH7 apH8 apH9
I I I I I I I I I I I I
+agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua +agua
hasta2l mL || hasta2l mL || hasta2l mL || hasta2]l mL hasta21 mL | hasta 21 mL hasta 21 mL hasta 21 mL hasta 21 mL hasta2l mL || hasta2l mL || hasta21 mL

| | | | | | | | I I I I
100 uL -> A1 || 100 uL ->B1 || 100 uL->C1 || 100 uL -> D1 100 uL -> A2 || 100uL->B2 || 100uL->C2 || 100 uL -> D2 100 uL -> A3 || 100uL->B3 || 100 uL->C3 || 100 uL -> D3
100 uL -> A4 100 uL -> B4 || 100 uL -> C4 || 100 uL -> D4 100 uL -> A5 100 uL ->B5 || 100 uL->C5 || 100 uL -> D5 100 uL -> A6 100 uL ->B6 || 100 uL->Cé6 || 100 uL -> D6
100 uL -> A7 || 100 uL ->B7 || 100 uL->C7 || 100 uL -> D7 100 uL -> A8 || 100 uL->B8 || 100 uL->C8 || 100 uL -> D8 100 uL -> A9 || 100uL->B9 || 100 uL->C9 || 100 uL -> D9
100 uL -> A10 || 100 uL -> B10 || 100 uL -> C10 | |100 uL -> D10 100 uL -> A11 || 100 uL -> B11 || 100 uL -> C11 || 100 uL -> D11 100 uL -> A12 || 100 uL -> B12 || 100 uL -> C12 || 100 uL -> D12

Figura 3.29. Esquema de trabajo para las placas Predictor de intercambio aniénico (AEX). En los recuadros rosas se
anota el c6digo interno de muestra. En los recuadros inferiores, el c6digo de una letra y un nimero hace referencia al
pocillo (ntmero de fila y nimero de columna) de la placa Predictor en el que se aflade dicha muestra.

Durante la ejecucién del ensayo con las resinas CEX se observé precipitacion del lisado
bacteriano a pH 4 y 5, dificultando el filtrado del sistema, lo que impidié obtener conclusiones
del experimento con este tipo de resinas. Se decidi6 descartar este tipo de resinas de intercambio
catiénico para los siguientes pasos de desarrollo.

Para las resinas AEX, no se observoé precipitado y, una vez que se aplicé lisado bacteriano a
las diferentes resinas de la placa Predictor y se eluyeron las proteinas adheridas a la resina por
medio de la adicién de NaCl. El material eluido se analiz6 mediante Bradford y SDS-PAGE,
midiendo la recuperaciéon de QG31 y el factor de purificacién de QG31 (Figura 3.39).

93



Resultados

FACTOR DE PURIFICACION DE QG31 RECUPERACION QG31 (%)
S 8 E 8 &8 5 % Ko B2 B 8 5 2 3
Capto Q- Tris - pH 6 I | ]
Capto Q- Tris - pH 7 ] | |
Capto Q- Tris - pH 8 I ]
CaptoQ- Tris -pH o EEE— —
Capto Q- CarbonatNa-pH 6 I ]
Capto Q- CarbonatNa - pH7 | EE———— ]
Capto Q- CarbonatNa - pH 8 ] )
Capto Q- CarbonatNa-pH9 I ]
Capto Q- Fosfato Na - pH 6 IS _—
Capto Q - Fosfato Na - pH 7 | ] ]
Capto Q- Fosfato Na - pH 8 ) )
Capto Q - Fosfato Na - pH 9 I | |
Capto DEAE - Tris - pH 6 | ] | ]
Capto DEAE - Tris- pH 7 | ]
Capto DEAE - Tris- pH 8 | I ]
Capto DEAE - Tris - pH 9 | e —— e ———
Capto DEAE - CarbonatNa - pH 6 ISy | | sy
Capto DEAE - CarbonatNa - pH 7 I L e
Capto DEAE - CarbonatNa - pH 8 Iy I ]
Capto DEAE - CarbonatNa - pH 9 I e ——
Capto DEAE - Fosfato Na- pH 6 | MRS | ]
Capto DEAE - Fosfato Na - pH 7 | ) EE————— ]
Capto DEAE - Fosfato Na - pH 8 I |  reesssesssss |
Capto DEAE - Fosfato Na - pH 9 I L —
Q sepharose - Tris - pH 6 ] | ]
Qsepharose - Tris - pH 7 | EES————— ]
Qsepharose - Tris - pH S I I ]
Qsepharose - Tris-pH9 | | —— S —
Q sepharose - CarbonatNa - pH6 \“““““““Tﬁm ---------------------
Q sepharose - CarbonatNa - pH 7 | I L —
Q sepharose - CarbonatNa - pH 8 I ]
Q sepharose - CarbonatNa - pH9 I e —
Qsepharose - Fosfato Na - pH 6 EEERSSS S ] | |
Qsepharose - Fosfato Na - pH7 | EES—————— ]
Q sepharose - Fosfato Na - pH 8 ) ]
Q sepharose - Fosfato Na - pH 9 I |
C.adhere - Tris- pH 6 ] | |
C.adhere - Tris - pH7 [T | |
C.adhere - Tris - pH8 | I | ]
C. adhere - Tris - pH9 I ||
C. adhere - CarbonatNa - pH 6 ST [ )
C. adhere - CarbonatNa - pH 7 | T | |
C. adhere - CarbonatNa - pH 8 I | ]
C. adhere - CarbonatNa - pH 9 ] | ]
C. adhere - Fosfato Na - pH 6 ] | |
C. adhere - Fosfato Na - pH 7 | ] | ]
C. adhere - Fosfato Na - pH 8 ) | )
C. adhere - Fosfato Na - pH 9 I T | |

Figura 3.30. Factor de purificacion (panel izquierdo) y recuperacion de QG31 (panel derecho) en diferentes tampones
(Tris, carbonato, fosfato) y pH (6, 7, 8, 9) estudiados para las resinas Capto Q, Capto DEAE, Q sepharose FF y Capto
Adhere.

De los experimentos en placas Predictor no se pudo seleccionar una tnica resina que
destacase sobre el resto en rendimiento y/o en grado de purificacién de QG31, pero si se pudo
concluir que las resinas y condiciones més prometedoras fueron:

- Capto DEAE, en los tampones Tris y carbonato a pH 7 y 8.
- Qsepharose FF, en los tampones Tris y carbonato a pH 8.

Tomados en conjunto todos los resultados del andlisis de las placas predictor se decidié
continuar con las resinas Capto DEAE y Q sepharose Fast Flow y evaluarlas en otro sistema
(cromatografia liquida y columnas HiScreen (GE Healthcare), de 4.7 mL de volumen y 10 cm de
altura) en las condiciones:

- Tampoén carbonato a pH 7
- Tampén carbonato a pH 8
- Tampoén Tris-HCl a pH 8
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3.4.1.2. Determinacién de la carga maxima de lisado bacteriano a resina AEX

En primer lugar, se evalué la capacidad de las resinas Capto DEAE y Q sepharose FF de unir
QG31 en los tampones y a los pH anteriormente fijados mediante:

- Un sistema cromatografico (AKTA) que permite una elevada reproducibilidad

- Columnas HiScreen, de 4.7 mL de volumen de resina, que requieren la aplicacién de una
reducida cantidad de muestra.

- Unfluyjo lineal de 1.2 ml/min compatible con un posterior escalado.

La carga maxima de una resina (expresada en volumen) indica la maxima cantidad de
volumen, y por tanto miligramos, de la proteina de interés que se puede cargar en una resina
hasta que todos los centros de unién de ésta se saturan y lo inyectado comienza a perderse en el
flow-through o muestra no adsorbida (fraccién de la cromatografia que sale de la columna al
introducir la muestra en la misma y que no se une a la resina). Habitualmente se suele inyectar
en las columnas un 80 % de la carga maxima para no alcanzar la carga maxima y aumentar la
robustez y reproducibilidad de la cromatografia.

Se realizaron 6 cromatografias (dos tipos de resinas en las que estudiaron 3 tampones
diferentes) inyectando 60 mL de lisado clarificado en cada ensayo. La evaluacién de dichas
cromatografias se muestra en la Figura 3.40.

8 —— Capto DEAE; Carbonato, pH 8 ——Q sepharose FF; Carbonato, pH 8
Capto DEAE; Carbonato, pH 7 Q sepharose FF; Carbonato, pH 7
- ’ ——Capto DEAE; Tris, pH 8 Q sepharose FF; Tris, pH 8
S 6
1
Q
o}
Z 4
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Figura 3.31. Concentracion de QG31 en las cromatografias ejecutadas en columna HiScreen Capto DEAE y HiScreen
Q sepharose Fast Flow. Cada color representa una condicion experimental (un tampén a un pH determinado). La
concentraciéon de QG31 se calcula a partir de la concentracién de proteina total y la pureza de QG31 determinada
mediante densitometria en geles SDS-PAGE reductores.

Para cada experimento, la biomasa (obtenida en biorreactor) fue resuspendida en el tampén
correspondiente (Tris-HCI o carbonato) hasta una DOgponm de 100 UA, lisada en disruptor celular
(2 pases a 1000 bares), y clarificada por centrifugacién (13 000 xg a 5 °C durante 30 minutos) y por
filtracion (2 pm y 0.5-0.2 pm).

Los ensayos de captura de lisado a las resinas Capto DEAE y Q sepharose Fast Flow se
realizaron en columnas HiScreen de 4.7 mL a un flujo volumétrico de 1.2 mL/min (equivalente a
un flujo lineal de 150 cm/h). Se recolectaron fracciones de 1 mL y se analizaron por Bradford y
SDS-PAGE reductor volimenes discretos cada 5 fracciones.

A partir de estos experimentos, y durante el desarrollo del proceso de purificacion, de las
fracciones seleccionadas (identificadas en los cromatogramas en color azul) se analizé, si no se
especifica lo contrario:

- Bradford, para cuantificar proteina total.
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- SDS-PAGE (12.5 % acrilamida, en condiciones reductoras), para medir la pureza de QG31
(mediante densitometria con el software GeneTools).

- Concentracion de QG31 en cada fraccién individual (a partir de la concentracién en proteina
total y la pureza en QG31)

- SDS-PAGE (8 % acrilamida, en condiciones no reductoras), para estudiar las variantes de alto
y bajo peso molecular de QG31

La carga maxima para cada resina en cada condicién experimental se determiné
identificando la fraccién en la que empezaba a aumentar notablemente la cantidad de QG31 que
se detectaba en el flow-through (andlisis mediante SDS-PAGE y Bradford, resultados no
mostrados). En la Tabla 3.55 se muestra la carga maxima para cada condicién.

Tabla 3.55. Carga maxima para las columnas HiScreen Capto DEAE y HiScreen Q sepharose Fast Flow utilizando los
tampones 10 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM carbonato sédico, pH 8 y 10 mM carbonato sédico, pH 7.

Columna Tormraon Vo.lumen max. 80"//0 dc.el volumen
lisado (mL) max. lisado (mL)
: E 10 mM Tris-HCI, pH 8 32 26
% ?9 10 mM carbonato sodico, pH 8 22 18
= 3 10 mM carbonato sédico, pH 7 22 18
2’ % § 10 mM Tris-HCI, pH 8 22 18
% _g FJ; 10 mM carbonato sodico, pH 8 22 18
Sé) 2= 10 mM carbonato sédico, pH 7 17 14

Las condiciones en las que mas QG31 fue capturado para cada resina fueron:

- HiScreen Capto DEAE con 10 mM Tris-HCI, pH 8
- HiScreen Q sepharose Fast Flow con 10 mM carbonato sédico pH 8

Puesto que una elevada unién de ligando no esta relacionada con la pureza relativa que se
alcanzaréa en la elucién de dicho ligando, se decidié analizar en qué condicién se recuperaba la
mayor cantidad de QG31 con una pureza elevada. En los experimentos sucesivos, siempre se
inyect6 una cantidad de lisado correspondiente al 80 % de la carga maxima, de cara a ejecutar
eluciones siempre en condiciones no saturantes, facilitando la reproducibilidad y fiabilidad de
los distintos anélisis.

3.4.1.3. Estudio del gradiente lineal para la seleccion de resina AEX

En los primeros experimentos de elucién se observé que en el caso de la columna HiScreen
Capto DEAE con tampén Tris-HC, pH 8.0, las fracciones de mayor pureza se comenzaron a
recolectar a partir de la conductividad 5.50 mS/cm. Dado que la aplicaciéon presentaba una
conductividad equivalente, y que en el flow-through (muestra no adsorbida) se detectaba la
presencia de cantidades significativas de QG31, se decidi6 bajar la conductividad de la aplicaciéon
mediante dilucién del lisado clarificado a la mitad, utilizando para ello el tampén de equilibrado
de la columna.

Se estudi6 el gradiente de elucién de QG31 por intercambio iénico en las condiciones:

- Columna HiScreen Capto DEAE en tampoén Tris-HCI, pH 8 aplicando lisado clarificado
(normalizado a DOsoonm = 100 UA) diluido %2 en el mismo tampén (Figura 3.41, panel
superior)
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Columna HiScreen Q sepharose Fast Flow en tampén carbonato sédico pH 8 aplicando lisado

clarificado (normalizado a DOsoonm = 100 UA) diluido %2 en el mismo tampén (Figura 3.41,

panel inferior)
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Figura 3.32. Detalle del perfil de elucion en gradiente de la cromatografia de intercambio iénico. Panel superior:
columna HiScreen Capto DEAE (4.7 mL). Panel inferior: columna HiScreen Q sepharose Fast Flow (4.7 mL). Tamp6n
A:20 mM Tris-HCI, pH 8 y B: 20 mM Tris-HCl, 1M NaCl, pH 8. Se aplicaron 52 mL de lisado clarificado diluido %2 con
tampon A. En rectangulos verticales azules se indican las fracciones analizadas.

Se represent6 la pureza y concentracion de QG31 para las fracciones seleccionadas de las
diferentes fases de las cromatografias realizadas en las columnas HiScreen Capto DEAE (Figura
3.42, panel superior) y HiScreen Q sepharose FF (Figura 3.42, panel inferior).
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Figura 3.33. Analisis de las fracciones recolectadas de la cromatografia de intercambio iénico en columna HiScreen
Capto DEAE en tampoén Tris-HCI, pH 8 (panel superior) y HiScreen Q sepharose FF en tampoén carbonato sédico, pH
8 (panel inferior). Las barras azules representan la pureza de QG31 (%) analizada mediante SDS-PAGE, 12.5 %
acrilamida (eje izquierdo de abscisas) y las barras rojas representan la concentracién de QG31 (mg/mL) (eje derecho
de abscisas).

Las fracciones con una pureza superior al 50 % constituyeron el producto intermedio AEX
(fraccién de la elucién que continuaria a la siguiente fase de purificacién), y se seleccionaron
dichas fracciones para analizar el rendimiento de los gradientes de eluciéon de QG31 por
intercambio iénico en cada condicion analizada. En la Tabla 3.56 se muestran los resultados de
este andlisis.

Tabla 3.56. Rendimiento de QG31 en las condiciones experimentales testadas en gradiente lineal (cromatografia AEX).

HiScreen CaptoDEAE | HiScreen Q sepharose FF
(Tris-HCI, pH 8) (carbonato so6dico, pH 8)

Cantidad de QG31 aplicado (mg) 224 149.2
Conductividad de las fracciones con pureza QG31 >50% De 7.28 a 16.03 De12.48 2 16.48
Cantidad de QG31
(con pureza >50 %) (mg) 37.4 17.6
Rendimiento (%) (porcentaje de QG31 eluido con una 16.7 11.8
pureza mayor del 50% respecto a la cantidad aplicada) ) )
mg QG31/ mL resina 7.9 3.7

98



Resultados

Teniendo en cuenta que en la primera fase de desarrollo (apartado 3.2) se obtuvieron 3.5 mg
QG31 por mL de resina, se observé que la resina CaptoDEAE (en tampén Tris-HCI, pH 8)
incrementaba un 126 % y la resina Q sepharose FF (en tampén carbonato sédico) un 5.7 % la
cantidad de QG31 eluida por mL de resina cromatografica.

El andlisis de las cromatografias permitié definir las condiciones idéneas para la primera
etapa de purificacién de QG31:

- Resina: Capto DEAE
- Tampoén: 10 mM Tris-HCl
- pH:8

3.4.14. Desarrollo de las etapas de lavado y elucién
a) Niimero de voliimenes de columna (CV) de la etapa de lavado

En base al analisis del gradiente de elucién en columna HiScreen Capto DEAE con tampén
Tris-HCl, pH 8 se observé que QG31 comenzaba a eluir con una pureza superior al 50 % a una
conductividad de 7 mS/cm. En las fracciones anteriores a la eluciéon de QG31 con esta pureza se
observaron formas de menor peso molecular que QG31 (Figura 3.43), cuyo porcentaje disminuia
en las fracciones en las que la pureza de QG31 era superior al 50 % (bandas 1 a 5, Figura 3.43)
ademas de otras formas cuyo porcentaje aumentaba. De las bandas cuyo porcentaje aumentaba
se tratara en los apartados 3.5.1.4 y 3.5.1.5.

KDa M 1 2 kDa M 3
220 1 | SR 20
170 - | - 70 4 p—
116 | — 116 - |
97 T — I 1 —
76 - — 76 1 | —
66 T — 66 1 | n—
QGala- QGSi—). «QG31
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53 1 - S b =3,
45 T - 0 T —
5 — 5t s
30 T — 30 T [—

Figura 3.34. Analisis de las formas truncadas/degradadas de QG31 mediante SDS-PAGE y Western blot. Geles al 8 %
de acrilamida en condiciones reductoras en fracciones antes (panel izquierdo) y después (panel derecho) del comienzo
de elucién de QG31 con una pureza superior al 50 %. M: marcador de peso molecular. Panel izquierdo: SDS-PAGE
(calle 1) y Western blot (calle 2) de muestra de elucion del gradiente con pureza de 28 %. Las flechas rojas indican la
posicién de formas truncadas/degradadas de QG31 y la flecha negra indica la posiciéon de una banda contaminante
(de E. coli) ya que no es detectada por el anticuerpo en Western blot. Panel derecho: SDS-PAGE (calle 3) y Western
blot (calle 4) de muestra de elucién en gradiente con pureza de 68 %.

Para minimizar la contribucién de las formas truncadas/degradadas de QG31 cuyo
porcentaje disminuifa al aumentar la pureza de QG31, asi como otras proteinas intrinsecas de E.
coli, se disefi6 una etapa de lavado en step (concentracion fija de eluyente) con una conductividad
inferior a 7 mS/cm, que es la conductividad a partir de la cual la pureza de QG31 era superior al
50 %. Se decidi6 fijar la conductividad de esta etapa en 5 mS/cm y se evalué qué nimero de
volimenes de columna era el adecuado para alcanzar dicho objetivo. Se analizaron 1 CV y 4 CV
de etapa de lavado.
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Tras analizar mediante Bradford el contenido en proteina total de cada fracciéon, y mediante
densitometria de geles SDS-PAGE el porcentaje de QG31 en la fraccién proteica (datos no
mostrados), se concluy6 que tras ambas etapas de lavado:

- El porcentaje de pureza de QG31 todavia era inferior a 50 % en las primeras fracciones del
gradiente de elucién (en ambas condiciones).

- El grado de eliminacién de formas truncadas de QG31 durante la etapa de lavado fue mayor
con 4 CV respecto a 1 CV (las fracciones con pureza de QG31 superior al 50 % contienen 3
veces menos formas truncadas en el caso del lavado de 4 CV respecto a1 CV).

En base a estas conclusiones, se fijé la longitud de la etapa de lavado en 4 CV.
b) Conductividad del tampon de lavado

Una vez establecido el nimero de volimenes de columna de la etapa de lavado (4 CV) de la
cromatograffa AEX se analizé qué conductividad del tampoén de lavado minimizaba en mayor
medida las formas truncadas/degradadas de QG31 y proteinas contaminantes de E. coli en el
producto intermedio de la etapa cromatografica AEX. Para ello, se estudiaron las siguientes
conductividades del step de lavado (de una duraciéon de 4 CV previo a la elucién):

- 5mS/cm
- 575mS/cm
- 65mS/cm

Para cada fraccion analizada se calculo:

- El porcentaje de QG31, en geles al 12.5 % y 8 % de acrilamida
- El porcentaje de los contaminantes correspondientes a las formas truncadas/degradadas de
QG31 en geles al 8 % acrilamida

- El porcentaje de contaminantes de E. coli (contaminantes de proceso) en geles al 8 %
acrilamida

En cada experimento se seleccionaron las fracciones del gradiente con una pureza en QG31
superior al 50 %. Dichas fracciones se descongelaron y se mezclaron para generar productos
intermedios AEX, que fueron también analizados mediante Bradford y SDS-PAGE. A partir de
estos datos se calcul6 el balance de masas y la cantidad de contaminantes en dichos productos
intermedios (Tabla 3.57).

Tabla 3.57. Resumen de los datos extraidos de las cromatografias de HiScreen CaptoDEAE en las que estudia la
conductividad de la etapa de lavado (5 mS/cm; 5.75 mS/cm; 6.5 mS/cm).

CONDUCTIVIDAD DE LA ETAPA DE
LAVADO

5.00 mS/cm 5.75 mS/cm 6.50 mS/cm

Conductivdad Tampén Step lavado (mS/cm) 5.00 5.75 6.50

Parametros de la cromatografia [NaCl] (mM) en 20 mM Tris-HCI pH 8 38.50 43.98 50.72
CV del step de lavado 4.00 4.00 4.00

Pureza QG31 (%) 56.60 61.62 64.86

Balance de masas Cantidad QG31 no unido (mg) 0.90 2.66 5.53
Cantidad QG31 >50% (mg) 23.50 27.90 26.58

Proporcién de formas
truncadas/degradadas de QG31 en la | Pureza contaminantes de QG31 (%) 37.99 12.81 5.98
primera fraccion tras el step de lavado

Cantidad total de formas

Cantidad de contaminantes (entre 38 truncadas/degradadas de QG31 (mg) 0.94 0.35 0.23
kDa y QG31) en "producto intermedio
AEX" (pureza QG31 >50%) (Cn;;\;)ﬁdad total de contaminantes de proceso 270 1.58 116

Se concluy6 que la etapa de lavado que mejores resultados generaba con una mayor pureza
(64.86 %), segundo mejor rendimiento (26.58 mg QG31, s6lo un 5 % inferior al mejor) y menor
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cantidad de contaminantes de proceso (1.16 mg) y de producto (0.23 mg) fue el realizado con la
conductividad de 6.50 mS/cm en 4 CV. Se prim¢ asi la calidad del producto (mayor pureza y
menor presencia de contaminantes) frente al rendimiento.

¢) Desarrollo de la etapa de elucién de la cromatografia AEX

Una vez fijada la etapa de lavado en 4 CV con tampoén con una conductividad de 6.5 mS/cm,
se estudi6 la etapa de elucién de QG31. En base a la conductividad a partir de la cual la pureza
en QG31 empezaba a ser inferior al 50 % (16.5 mS/cm) (Figuras 3.42 y 3.43), se evaluaron tres
conductividades (16.5,15.0 y 13.5 mS/cm) para la etapa de eluciéon. Asimismo, se decidié ejecutar

la etapa de elucién durante 8 CV y analizar volimenes discretos para evaluar el nimero de
voltimenes de columna idéneo.

En la Figura 3.44 se superponen los perfiles (As y conductividad) de la elucién de QG31 en
step de 8 CV y conductividades de 13.5, 15.0 y 16.5 mS/cm (en columna HiScreen Capto DEAE
con tampén Tris-HCl, pH 8 y 4 CV de lavado a 6.5 mS/cm previo a la elucién).

mAU m5/em
2500

UV os0nm (13.5 mS/cm)
Conductividad (13.5 mS/cm)
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Figura 3.35. Perfiles de elucion [Azso (linea continua) y conductividad (linea discotinua)] de la cromatografia AEX en
columna HiScreen Capto DEAE con tampén Tris-HCI, pH 8. La etapa de lavado se realiz6 con una conductividad de

6.5 mS/cm durante 4 CV y la elucién durante 8 CV con conductividades de 13.5 mS/cm (en azul), 15.0 mS/cm (en
naranja) y 16.5 mS/cm (en verde).

En la Figura 3.45 se representa el andlisis de las fracciones de las cromatografias de la Figura
3.44. Se muestra el porcentaje de QG31 y la cantidad de QG31 en las fracciones de cada condicién
experimental. En dicha Figura, el producto intermedio AEX se encuentra delimitado por la
primera linea vertical discontinua (N° de fraccién 15), que sefiala el comienzo de la etapa de

elucién, y la segunda linea vertical discontinua (N° de fraccién 57), que sefiala el final de la etapa
de elucion.
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Figura 3.36. Analisis de las fracciones de la elucién en step de la columna HiScreen CaptoDEAE en 3 condiciones
experimentales de conductividad. Panel izquierdo: Pureza de QG31 (expresada en porcentaje). Panel derecho: cantidad
de QG31 (mg).

Se observé un aumento en la pureza de QG31 acompanado de una disminucién en la
cantidad de QG31 en las fracciones de la etapa de elucién al disminuir la conductividad del
tampon en dicha etapa.

Para cada condicién se mezclaron las fracciones del gradiente de la etapa de elucién para
generar productos intermedios AEX, que fueron también analizados mediante Bradford y SDS-

PAGE. A partir de estos datos se calcularon el balance de masas y la presencia de contaminantes
(Tabla 3.58).

Tabla 3.58. Resumen del anilisis de las cromatografias en HiScreen CaptoDEAE. Se evaltan las conductividades para
la etapa de elucién: 13.5 mS/cm; 15.0 mS/cm; 16.5 mS/cm durante 8 CV.

CONDUCTIVIDAD DE LA ETAPA DE ELUCION
13.5 mS/cm 15.0 mS/cm 16.5 mS/cm
Pureza QG31 (%) 76.1 62.6 58.3
Balance de masas Cantidad de QG31 no Unido (mg) 13 16.3 12.5
Cantidad QG31 pureza >50% (mg) 35.2 40.7 38.2
P; ion de f tr das/degradadas d
roporeion ¢e X ormas m,l?a SELTRICLTG Pureza contaminantes de QG31 (%) 1.92 0.43 1.85
QG31 en la primera fraccion tras la etapa de lavado
Proporcion de contaminantes de proceso (entre 38
kDa y QG31) en las primeras fracciones tras la etapa | Pureza contaminantes de proceso (%) 1-7% 1-13 % 1-14 %
de lavado

Se concluy6 que la etapa de elucién que mejores resultados en cuanto a pureza de QG31
generaba (76.1 %, muy superior al segundo mejor caso) fue la realizada con conductividad del
tampon de 13.5 mS/cm durante 8 CV. Se primé de nuevo la calidad del producto frente al
rendimiento.

3.4.1.5. Disefio de experimentos (DoE) de la cromatografia AEX
En base a las conductividades seleccionadas para la primera etapa de purificacién
cromatogréfica, se estudié la robustez de los valores de conductividad de las etapas de lavado y

elucién de la cromatografia de intercambio iénico en columna HiScreen Capto DEAE 4.7 mL por
medio del disefio de experimentos (DoE).
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Como ya se ha comentado anteriormente, el disefio de experimentos es una disciplina basada
en principios estadisticos, e implica un disefio y planificacién de los experimentos a ejecutar de
tal forma que se obtengan parametros medibles que puedan proporcionar conclusiones validas y
objetivas a partir de un nimero reducido de experimentos.

A partir de la medicién de la conductividad de los cuatro tampones de lavado y elucién
empleados en el desarrollo de las etapas anteriores (20 mM Tris-HCl, pH 8 suplementado con
NaCl hasta 6.5 mS/cm en el lavado y hasta 13.5 mS/cm en la elucién) se calcularon el promedio
y la desviacion estandar de la molaridad del cloruro sédico para cada conductividad.

- Tampoén de lavado: concentracion promedio NaCl: 50.89 mM, desviacién estdandar: 1.14 %

- Tampoén de elucién: concentracién promedio NaCl: 123.82 mM, desviacién estandar: 2.16 %

Para determinar el valor de las condiciones a ensayar en el disefio de experimentos se utilizé
el criterio de 3 veces la desviacién estandar de la concentracién de cloruro sédico de los tampones
de la etapa de lavado y de la etapa de elucién (Tabla 3.59).

Tabla 3.59. Valores de los parimetros para el disefio de experimentos para la etapa AEX.

[NaCl] en tampén [ [NaCl] en tampén
de lavado (mM) | de elucion (mM)
Promedio [NaCl] (mM) (n=4) 50.89 123.82
Desviacion Estandar 1.14 2.16
CV( %) 22 1.7
3 x Desv.Estandar 342 6.47
CV (%) de 3xD.E. 6.7 52

La matriz de experimentos del DoE quedaria, de este modo, como se resume en la Tabla 3.60,
a partir del punto central:

-51 mS/cm, en el caso del tampén de lavado, se ensayaran las condiciones 51 + 4 mS/cm

-124 mS/cm, en el caso del tampén de elucién, se ensayaran las condiciones 124 £ 7 mS/cm

Tabla 3.60. Valores de la concentracién de NaCl en el lavado y en la elucién de cada experimento del DoE.

. [NaCl] en tamp6n | [NaCl] en tampo6n
Experimento DoE de lavado (mi’[) de elucion (mII)VI)
Punto central (0,0) 51 124
AEX DoE 1 (-1,-1) 47 117
AEX DoE 2 (-1,1) 47 131
AEX DoE 3 (1,-1) 55 117

AEX DoE 4 (1,1) 55 131

En la Figura 3.46 se muestra una superposicién de los cromatogramas que se ejecutaron en
base al disefio de experimentos de la cromatografia de intercambio iénico AEX.
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Figura 3.37. Perfiles de elucién del disefio de experimentos de la cromatografia de intercambio iénico AEX.

Como en ensayos anteriores, en estos experimentos se cuantificé el contenido en proteina
total por el método de Bradford y se midi6 la pureza de QG31 por SDS-PAGE/ densitometria.
Estos resultados se compararon con el control (experimento del punto central (0,0)) (Tabla 3.61).

Tabla 3.61. Concentracion de proteina total (mg/mL) (Bradford) y pureza de QG31 en SDS-PAGE (12.5 % acrilamida
en condiciones reductoras) en las diferentes condiciones del disefio de experimentos (DoE) de la primera etapa

cromatografica AEX.
Concentracion de proteina total (mg/mL) (Bradford) Pureza de QG31 en SDS-PAGE 12.5 % en cond. reductoras
Punto central | IEX DoE1 | IEX DoE2 | IEX DoE3 | IEX DoE4 |Punto central [ IEX DoE1 | IEX DoE2 | IEX DoE3 | IEX DoE4
DESCRIPCION MUESTRA
DoE (0,0) (-1,-1) (-1,1) 1,1) (1,1) DoE (0,0) (1-1) (-1,1) (1,1) (1,1)

Lisado darfg‘fH(gf mMTS | 1960 | 1493 | 18.82 | 18.63 | 18.80 | 27.35 | 3221 | 30.73 | 28.92 | 28.39

Aplicacion AEX (lisado clarificado
P s — 947 7.63 9.44 9.93 8.71 29.50 3496 | 31.78 | 31.17 | 29.61
No unido 2.16 1.80 2.51 2.28 2.01 16.36 17.46 | 17.83 | 16.40 | 16.74
Lavado 0.44 0.32 0.39 0.57 0.52 42.06 29.58 | 39.75 | 4297 | 41.63
Producto intermedio AEX 1.44 1.20 1.80 1.29 1.52 60.22 63.69 | 57.26 | 59.68 | 56.06
Lavado columna 2.45 2.21 2.70 2.70 2.21 16.32 17.86 | 16.53 | 17.34 | 15.96

A partir de la concentracion de proteina total cuantificada por Bradford y la pureza de QG31
analizada por SDS-PAGE (12.5 %, en condiciones reductoras) se calculé la cantidad de QG31 en
cada producto intermedio AEX. A continuacién, tomando como referencia la aplicaciéon AEX, se
calcul6 el rendimiento de la etapa de purificaciéon de QG31 (Figura 3.47, panel izquierdo, en
naranja). Finalmente, se calcul¢ la variacion en porcentaje de la pureza de QG31 y del rendimiento

de QG31 respecto al punto central del DoE (ver Figura 3.47, panel derecho).
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Figura 3.38. Pureza y rendimiento del DoE de la cromatografia AEX (panel A) y variacién en pureza y rendimiento
respecto al punto central del DoE (panel B). Las columnas azules representan la pureza de QG31 y las columnas
naranjas representan el rendimiento de la etapa AEX expresada en porcentaje.

Para el producto intermedio AEX, se pudo observar que la variacién en pureza de QG31
respecto al punto central fue inferior al 10 % mientras que la diferencia de rendimiento respecto
al punto central fue inferior al 10 % en las condiciones (-1,-1) y (1,-1) y entre 10 y 20 % en las
condiciones (-1, 1) y (1, 1).

Respecto al porcentaje de la forma monomérica de QG31 y de contaminantes de diferente
peso molecular, los valores se muestran en la Tabla 3.62 (en porcentaje).

Tabla 3.62. Resumen del porcentaje de pureza de QG31 (mondmero y dimero) en el disefio de experimentos de la
cromatografia AEX.

Pureza (%) en SDS-PAGE Variacién respecto a punto central (%)
Punto Punto
Condiciones IEXDoE1 | IEXDoE2 | IEX DoE3 | IEX DoE4 IEX DoE1l | IEXDoE2 | IEX DoE3 | IEX DoE4
SDS-PAGE MUESTRA eentral | i) | e (1:1) @y | el gy | (L,-1) (1)
(0,0) (0,0)
1 Ry | Monsmero Qaa1 61.4 63.5 | 609 | 63.1 | 583 0 3.4 0.8 2.8 5.1
8% acr. % Monomero QG31 71.4 66.8 64.3 68.4 68.0 0 -6.5 -10.0 4.3 4.8
MR %QG31 dimero 2.3 5.2 5.2 5.7 41 0 130.9 | 1274 | 150.7 | 80.4

Comparando los productos intermedios AEX de las 4 condiciones del DoE y del punto
central mediante Western blot en un mismo gel SDS-PAGE 8 % no reductor transferido a
membrana de transferencia e incubado con anticuerpo anti-Phl p 5, tal y como se observa en la
Figura 3.48, no se observan diferencias significativas en el perfil de bandas.
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Figura 3.39. Comparacioén del perfil de bandas del producto intermedio AEX del disefio de experimentos de la
cromatografia AEX mediante SDS-PAGE (paneles superiores) y Western blot (panel inferior). Ver Tabla 3.60 para las
condiciones del DoE.

Del disefio de experimentos de la cromatografia AEX se concluy6 que:

- La diferencia de pureza de QG31 en el producto intermedio AEX en las 4 condiciones
ensayadas en el DoE en geles SDS-PAGE al 12.5 % acrilamida en condiciones reductoras respecto
al punto central fue inferior al 7 %.

- La diferencia de rendimiento de QG31 en el producto intermedio AEX en las 4
condiciones ensayadas en el DoE calculado a partir de geles SDS-PAGE al 12.5 % acrilamida en
condiciones reductoras y la cuantificacion de proteina total por Bradford respecto al punto central
fue inferior al 7.3 % en las condiciones (-1,-1) y (1,-1) y entre 10 y 20 % en las condiciones (-1, 1)

y (L 1).

- No se observaron diferencias significativas en el perfil de bandas analizadas por Western
blot en las 4 condiciones del DoE respecto al punto central.

De todo ello se concluy6 que la robustez de la primera etapa cromatografica era compatible
con una produccién industrial.

3.4.1.6. Escalado a soporte XK26/20

Con el objetivo de escalar el proceso y obtener una mayor cantidad de producto intermedio
AEX, manteniendo los flujos lineales (y con ello el mismo tiempo de residencia) empleados hasta
el momento con las columnas HiScreen de 10 cm de altura, se empaquet6 la misma resina (Capto
DEAE) en soporte XK26/20 hasta una altura de 10 cm (lo que implica un volumen total de 53 mL,
ya que el didmetro de este soporte es de 2.6 cm).

Mediante el test de empaquetado (ver apartado 2.2.3. “Empaquetado de columnas”), se
obtuvo un factor de asimetria (As) de 0.96, cumpliéndose el criterio de aceptaciéon de 0.8<As<1.8,
aceptandose como apto el empaquetado de la columna.
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3.4.1.7. Condiciones finales para la primera etapa cromatogrifica (cromatografia de
intercambio i6nico)

Se concluyé, por tanto, que la cromatografia de QG31 en la resina de intercambio iénico
CaptoDEAE empaquetada en soporte XK26/20 hasta una altura de 10 cm se realizaria del
siguiente modo:

- Aplicacién de 609 mL del lisado clarificado
- Lavado de la fraccién no unida con 10 CV de tampé6n 20 mM Tris-HCI, pH 8
- Etapa de lavado con 4 CV de tampén 20 mM Tris-HCl, 51 mM NaCl, pH 8

- Etapa de elucién con 8 CV tampén 20 mM Tris-HCI, 124 mM NacCl, pH 8, que constituye el
“Producto Intermedio AEX”

En estas condiciones de elucién, se consiguié un producto intermedio AEX con una pureza
de 64 %. El rendimiento de la etapa AEX (mg QG31 obtenidos respecto a aplicados) fue de 18.5 %
y la resina consigui6 captar 5.7 mg QG31/mL de resina. Teniendo en cuenta que en la primera
fase de desarrollo (apartado 3.2) se obtuvieron 3.5 mg QG31 por mL de resina, con la resina Capto
DEAE, en las condiciones descritas tras esta segunda fase de desarrollo, se logré incrementar la
unién de QG31 un 62 %.

El producto intermedio AEX que se emple6 para el desarrollo de las siguientes etapas
cromatograficas se obtuvo a partir de esta columna empaquetada.

3.4.2. Desarrollo de la segunda etapa cromatografica: HIC

La cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC, Hydrophobic Interaction Chromatography)
separa las proteinas en base a su grado de hidrofobicidad. La unién de las proteinas a la resina
hidrofébica se favorece en condiciones de alta fuerza iénica del medio, para lo cual se suelen
emplear altas concentraciones de sales como el sulfato aménico. Las sales reducen la solvatacién
de la muestra, lo que provoca que las regiones hidrofébicas de las proteinas se expongan y se
unan a los grupos hidrofébicos de la resina. Para eluir las proteinas unidas, se disminuye dicha
fuerza iénica reduciendo paulatinamente la concentracién de la sal en uso (sulfato amoénico), lo
que, en caso de una reduccién gradual, permitira la separacion de las diferentes proteinas segin
su grado de hidrofobicidad.

3.4.2.1. Seleccion de la resina de interaccion hidrofébica

Tras el desarrollo de la primera etapa cromatogréfica de intercambio iénico en resina Capto
DEAE con tampén Tris-HCI, pH 8, en la que se buscaba obtener un producto intermedio con una
pureza de QG31 igual o superior al 50 %, se evalué una segunda etapa cromatografica con el
objetivo de separar la forma monomérica de QG31 (que constituiria el producto terminado) de
las formas degradadas y multiméricas de QG31, hasta una pureza superior al 90 %. Se decidié
utilizar una resina hidrofébica, puesto que durante la “Prueba de concepto” habia sido utilizada
satisfactoriamente, y la combinacién de una resina iénica junto con una resina hidrofébica es una
combinacion frecuentemente empleada por su eficacia en la purificacién de proteinas ya que
utiliza dos parametros fisico-quimicos (punto isoeléctrico e hidrofobicidad) diferentes.

Para desarrollar el segundo paso cromatogréfico de purificacién de QG31 se analizaron 4
resinas de interaccion hidrofébica para cubrir un amplio rango de hidrofobicidad:

a) Capto Phenyl
b) Phenyl Sepharose High Performance (Phenyl HP)
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c) Capto Butyl
d) Octyl sepharose Fast Flow

En la Figura 3.49 se muestran ordenadas en base a su hidrofobicidad.

+ Grado de
hidrofobicidad

Figura 3.40. Hidrofobicidad relativa de las resinas de interaccién hidrofébica. Se marcan con un recuadro verde las
resinas estudiadas. Modificado de GE Healthcare.

Para las cuatro resinas se utiliz6 el mismo tipo de soporte (columnas HiScreen de 10 cm de
altura y 4.657 mL de resina) y se ejecut6 el mismo método cromatografico: se cargaron 100 mL de
producto intermedio AEX suplementado con sulfato aménico hasta 0.5 M y, tras lavar durante 10
CV se eluy6 con un gradiente lineal de 0 a 100 % B en 20 CV.

a) Resina Capto Phenyl

QG31 monomérica comenzé a eluir de la columna HiScreen Capto Phenyl junto con
proteinas de menor peso molecular en la parte final del gradiente de elucién (=1 mS/cm) (Figura
3.50), y no eluy6 en mayor cantidad (y lo hace junto con las formas multiméricas) hasta que no se
empled agua como tamp6n de elucién (datos no mostrados).
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Figura 3.41. Perfil de elucion de la cromatografia HIC en columna HiScreen Capto Phenyl y SDS-PAGE de fracciones
de la muestra no adsorbida y la elucién. Tampoén A: 20 mM Tris-HCI, pH 8, 500 mM sulfato amoénico. Tampén B: 5
mM Tris-HC], pH 8. Se marcan en rojo las fracciones mostradas en el gel SDS-PAGE insertado en la figura. CTL:
control. Apl.: Aplicacién. M: marcadores.

La extremadamente alta afinidad de esta resina por QG31 invalidé su uso en el proceso de
obtencién de QG31, ya que imposibilitaba su purificacién.
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b) Resina Phenyl Sepharose HP

La resina Phenyl Sepharose HP separé QG31 monomérico de las formas multiméricas, las
formas degradadas de QG31 y las impurezas de E. coli. En la Figura 3.51 se muestra el
cromatograma con las fracciones seleccionadas para el andlisis en azul. Dichas fracciones se
analizaron mediante geles SDS-PAGE con porcentajes de acrilamida del 12.5 y 8 % en condiciones
reductoras y no reductoras, para determinar la pureza de QG31 y las impurezas de producto
QG31 y de proceso (E. coli) (Figura 3.52).
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Figura 3.42. Perfil de elucion de la cromatografia HIC en columna HiScreen Phenyl Sepharose HP. Tamp6n A: 20 mM
Tris-HC], pH 8, 500 mM sulfato amoénico. Tampoén B: 5 mM Tris-HCI, pH 8.
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Debido a la alta capacidad de esta resina de separar QG31 del resto de contaminantes y
formas multiméricas de QG31 se concluyé que la resina Phenyl Sepharose HP era una buena
candidata para constituir la segunda etapa cromatogréfica del proceso de purificacion.

¢) Resina Capto Butyl

El cromatograma de la cromatografia HIC con resina Capto Butyl se muestra en la Figura
3.53 donde se han insertado los geles SDS-PAGE de la etapa de elucion.
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Figura 3.44. Perfil de elucion de la cromatografia HIC en columna HiScreen Capto Butyl y analisis SDS-PAGE.
Tampon A: 20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM sulfato amoénico. Tampén B: 5 mM Tris-HCl, pH 8. Tampén A’”: agua
purificada. Las fracciones analizadas en los SDS-PAGE se muestran marcadas en el cromatograma en rojo. CTL:

control. M: marcadores. Apl.: Aplicacion.

La resina Capto Butyl no separ6 la forma monomérica de QG31 de las formas multiméricas,
las formas degradadas de QG31 y las impurezas de E. coli. Ademas, como en el caso de la resina
Capto Phenyl, se hizo necesario una elucién con agua purificada para eluir toda la muestra
adherida a la resina. Por todo ello, la resina Capto Butyl se descarté del proceso de seleccion de

la resina HIC idonea.

d) Resina Octyl Sepharose 4 Fast Flow (Octyl FF)

En la Figura 3.54 se muestra la cromatografia HIC con resina Octyl FF, y el andlisis de las
fracciones mediante SDS-PAGE en la Figura 3.55.
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Figura 3.45. Perfil de elucion de la cromatografia HIC en columna HiScreen Octyl FF. Tampoén A: 20 mM Tris-HCl, pH
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Figura 3.46. Analisis de las fracciones eluidas de la cromatografia HIC en columna HiScreen Octyl FF. CTL: control.

M: marcadores. PI AEX: Producto Intermedio AEX. Apl.: Aplicacion.

La resina Octyl FF consiguié separar QG31 monomérico y las formas multiméricas,
truncadas de QG31 e impurezas de E. coli, por lo que se analizaron en paralelo esta resina junto
con la resina Phenyl Sepharose HP, con la que también se obtuvieron buenos resultados de
purificacion.
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e) Comparacion de las resinas

Se decidi6 analizar mas exhaustivamente las cromatografias con las resinas Phenyl
Sepharose HP (Phenyl Seph. HP) y Octyl Sepharose 4 Fast Flow (Octyl FF) ya que fueron las mas
prometedoras a la hora de purificar QG31.

Se comparé la pureza de: QG31 (forma monomérica), dimero de QG31 e impurezas de bajo
peso molecular. Las impurezas de bajo peso molecular se cuantificaron como el sumatorio de
todas las bandas que se observaban en SDS-PAGE 8 % acrilamida (condiciones no reductoras) de
peso molecular inferior a QG31.

Las fracciones fueron analizadas mediante densitometria en geles SDS-PAGE al 12.5 % de
acrilamida en condiciones reductoras para el analisis de pureza de QG31 (forma monomérica) y
en geles SDS-PAGE al 8 % de acrilamida en condiciones no reductoras para el anélisis del dimero
y las impurezas (Figura 3.56).

Para facilitar la interpretacion de la Figura 3.56, el ntimero de fraccién se unific6 empezando
a contar las fracciones en ambos casos desde que se comenzaba a detectar QG31 (no siendo, por
tanto, el nimero de fraccién representativo del volumen de elucién).
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Figura 3.47 Pureza de QG31 (monémero y dimero) e impurezas de bajo peso molecular en las fracciones de la elucion
con resinas HIC “Phenyl Sepharose HP” y “Octyl Sepharose 4 Fast Flow” (Octyl FF).

Se concluy6 que la resina Phenyl Sepharose HP proporcioné la mayor pureza de QG31 (un
promedio de pureza de QG31 en las fracciones centrales (fracciones 4 a 16) de 91.2 % con la resina
Phenyl Sepharose HP respecto a 82.9 % con la resina Octyl FF) junto con una menor proporcién
de impurezas (3.6 % respecto a 6.9 %), asi que se decidié continuar el resto del desarrollo con la
resina Phenyl Sepharose HP.

3.4.2.2. Determinacién de la carga maxima de la resina HIC

Para determinar la capacidad de union de la resina Phenyl sepharose HP, es decir la cantidad
maéxima de QG31 que era capaz de unir la resina Phenyl sepharose HP antes de que saturara y
comenzara a perderse la proteina de interés en la fraccién de muestra no adsorbida (flow-through),
se aplico el producto intermedio AEX obtenido en la cromatografia de intercambio iénico con
resina Capto DEAE (54 mL de resina, 10 cm altura, en soporte XK26/20) diluido %2 con 50 mM
Tris-HCl, 1 M sulfato aménico, pH 8 (incubado durante 1 h) en la columna HiScreen Phenyl
sepharose HP (4.7 mL, 10 cm de altura).
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Del mismo modo que en el desarrollo de la etapa cromatogréfica AEX, para cada fraccién
seleccionada se determiné el contenido en proteina total mediante Bradford y mediante SDS-
PAGE/ densitometria se determiné la pureza de QG31, obteniéndose de este modo la cantidad
de QG31 en cada fraccién (datos no mostrados). Se concluyé que el volumen de saturacién para
la columna HiScreen Phenyl Sepharose HP fue de 106.5 mL.

Para trabajar en condiciones no saturantes (80 % del volumen de saturacién), se determiné
que el volumen a aplicar en la columna HiScreen Phenyl Sepharose HP debia ser de 85.2 mL.
Dado que dicha columna tenia 4.7 mL de volumen, el volumen méaximo a aplicar por mL de resina
era de 18.3 mL de producto intermedio AEX diluido con sulfato aménico hasta 500 mM.

3.4.2.3. Estudio del gradiente lineal en cromatografia HIC

Se estudio el gradiente de elucién de QG31 por interaccién hidrofébica en columna HiScreen
Phenyl Sepharose HP con tampoén Tris-HCl, pH 8 suplementado con sulfato aménico hasta 500
mM. Habiéndose determinado el volumen de saturacién para la columna HiScreen Phenyl
Sepharose HP en 106.5 mL, se aplic6 el 80 % de este volumen (85.2 mL, condiciones no saturantes)
a la columna y tras lavar la muestra no unida, la fraccién unida se eluy6 en 20 CV de gradiente
(Figura 3.57). Mediante SDS-PAGE/ densitometria se analizaron fracciones representativas del
gradiente y se calcul6 el porcentaje de pureza de QG31 en forma monomeérica, dimérica y
multimérica (Figura 3.58).
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Figura 3.48. Perfil de elucion (en gradiente) de la cromatografia HIC en columna HiScreen Phenyl Sepharose HP.

Tampoén A: 20 mM Tris-HCI, pH 8, 500 mM sulfato aménico. Tampén B: 5 mM Tris-HCl, pH 8. Gradiente de elucion
de 02100 %B en 20 CV.
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Figura 3.49. Pureza de las formas monomeéricas y multiméricas de QG31, expresada en porcentaje (%), de fracciones
de la elucion en gradiente de la cromatografia en columna HiScreen Phenyl Sepharose HP. CTL: control. M:
marcadores.

Se observé que QG31 eluia con una pureza >94 % desde la fraccién 35 (conductividad = 67
mS/cm) hasta la fraccion 53 (conductividad = 55 mS/cm) (Figura 3.58). En este rango de elucién
(fracciones 35 a 53), se analizaron las impurezas de producto cuyo porcentaje se resumen en la
Tabla 3.63, siendo menor al 6 %. Las impurezas correspondientes a las formas moleculares de
mayor tamafio que QG31 era inferior al 3 % mientras que los productos truncados o de
degradacién constituian menos del 3.8 % de la muestra.

Tabla 3.63. Anilisis de las impurezas observadas en la elucién en gradiente en columna HiScreen Phenyl Sepharose
HP entre las fracciones 35 y 53.

Fracciones 35 a 53 (conductividad 67 a 55 mS/cm)

Meétodo de analisis de la pureza Impurezas de producto % de impurezas
SDS-PAGE 12.5% (Cond. red.) |Bandas de peso molecular < QG31 5-6%
Dimero QG31 <1.5%
SDS-PAGE 8% (Cond. no Multimero QG31 <1.5%
reductoras)
Bandas de peso molecular < QG31 <3.8%

En base a los resultados anteriores se decidié proceder al escalado de esta etapa y
posteriormente a desarrollar, ya en la escala final, las etapas de lavado y elucién.
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3.4.2.4. Escalado a soporte XK16/20

Con el objetivo de mantener los flujos lineales empleados hasta el momento con la columna
HiScreen de 10 cm de altura (y mantener asi el tiempo de residencia), se empaqueté la resina de
interacciéon hidrofébica (Phenyl Sepahrose HP) en soporte XK16/20 hasta una altura de 10 cm (lo
que implica un volumen total de 20.1 mL, ya que el didmetro de este soporte es de 1.6 cm).

Mediante el test de empaquetado (ver apartado 2.2.3. “Empaquetado de columnas”), se
obtuvo un factor de asimetria (As) de 1.23, cumpliéndose el criterio de aceptacion de 0.8<As<1.8,
aceptandose como apto el empaquetado de la columna.

El desarrollo de las siguientes etapas de la cromatografia de interaccion hidrofébica se
realizé con esta columna empaquetada.

3.4.2.5. Desarrollo de la etapa de lavado de la cromatografia HIC

a) Niimero de voliimenes de columna de la etapa de lavado

El anélisis del gradiente lineal en la columna HiScreen con resina Phenyl Sepharose HP
mostré que QG31 eluia con una pureza superior al 94 % desde una conductividad de 67 mS/cm
hasta 55 mS/cm (Tabla 3.63). En las fracciones inmediatamente anteriores a dicha conductividad
(fracciones 23 y 30, Figura 3.58), se observan formas truncadas/degradadas de QG31 (peso
molecular inferior a QG31) que se reducen en gran medida en fracciones posteriores (fraccién 35
y siguientes, Figura 3.58).

Para minimizar dichas formas truncadas/degradadas de QG31 en el producto intermedio
de la etapa cromatografica HIC se decidid ejecutar, andlogamente a lo desarrollado para la etapa
AEX, una etapa de lavado (para retirar dichas formas) y otra etapa de elucién (en la que se
esperaba obtener QG31 con una pureza > 94 %).

Se disefi6 una etapa de lavado con una conductividad de 69 mS/cm y una etapa de elucién
de 55 mS/cm, ambas de 6 CV. Los tampones de lavado y elucién se obtuvieron adicionando
diferentes cantidades de sulfato amoénico en el tampén 20 mM Tris-HCI, pH 8 hasta alcanzar las
conductividades requeridas en cada caso.

El desarrollo de esta etapa se realiz6 en la columna empaquetada en el apartado 3.5.2.4:
resina Phenyl Sepharose HP empaquetada en carcasa XK16/20.
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Figura 3.50. Cromatograma en columna XK16/20 Phenyl Sepharose HP. Tamp6n de union: 20 mM Tris-HCI, 500 mM sulfato aménico,
PpH 8. Etapa Lavado: 6 CV de tamp6n 69 mS/cm. Etapa Elucion: 6 CV de tampo6n 55 mS/cm.
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El resultado de la cromatografia HIC en estas condiciones se muestra en la Figura 3.59.

Las fracciones identificadas en color azul en la Figura 3.59 se analizaron por Bradford para
cuantificar proteina total y por SDS-PAGE (al 12.5 % y 8 % acrilamida en condiciones reductoras
y no reductoras, respectivamente), para determinar la pureza de la proteina QG31 (Figura 3.60).
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Figura 3.51. SDS-PAGE de la cromatografia en columna XK16/20 Phenyl Sepharose HP. Etapa Lavado: 6 CV de tamp6n
69 mS/cm. Etapa Elucion: 6 CV de tamp6n 55 mS/cm.

Las fracciones F72 y F73 (Figura 3.60) correspondientes al tiltimo volumen de columna de la
etapa de lavado (compuesto por 6 CV), tienen una pureza en QG31 de > 93 % en geles acrilamida
en 12.5 % reductor por lo que se concluy6 que la etapa de lavado se podia acortar y realizar en 5
CV, minimizando asi la pérdida de QG31. En los siguientes experimentos, encaminados a fijar la
conductividad de la etapa de lavado, se fij6 en 5 el nimero de CV de la etapa de lavado.

b) Conductividad del step de lavado

Se evaluaron diferentes composiciones del tampoén de lavado. Se prepararon tampones
basados en 20 mM Tris-HCl, pH 8 con distintas cantidades de sulfato amoénico para alcanzar las
siguientes conductividades:

a) 64.5mS/cm
b) 66.0 mS/cm

c¢) 67.5mS/cm
d) 69 mS/cm
e) 70.5mS/cm

Tras la etapa de lavado de 5 CV, la proteina QG31 se eluy6 con 6 CV a una conductividad
de 55 mS/cm (etapa de elucién). Los cromatogramas de las cromatografias de interaccion
hidrofébica correspondientes a las conductividades de 70.5, 67.5, 66.0 y 64.5 mS/cm en el tampén
de lavado se muestran en la Figura 3.61. En esta figura no se representa la condicién experimental
de 69 mS/cm, con 6 CV (apartado anterior).
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Figura 3.52. Comparacién de los perfiles de elucién de las cromatografias HIC a distintas conductividades de la etapa
de lavado. Tampoén de aplicacién: 20 mM Tris-HC], pH 8, 500 mM sulfato aménico. Tampén de lavado: 20 mM Tris-
HCI + 64.5 mS/cm sulfato amoénico (morado); 66 mS/cm sulfato amoénico (verde); 67.5 mS/cm sulfato amoénico (azul);
70.5 mS/cm sulfato amoénico (naranja). Tampoén de elucién: 20 mM Tris-HCl, 55 mS/cm sulfato aménico.

El analisis de pureza de QG31 para cada fraccién de las etapas de lavado y elucién de cada
ensayo se muestra en la Figura 3.62.
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Figura 3.53. Pureza de QG31 de las fracciones de las cromatografias HIC con diferentes conductividades durante la
etapa de lavado. Las fracciones 61 a 71 constituyen la etapa de lavado, y las fracciones 72 a 82 la etapa de elucién.
Analisis en geles al 8 % de acrilamida, en condiciones no reductoras.

Tras mezclar las fracciones individuales de cada etapa de la cromatografia: etapa de lavado
(fracciones 61 a 71); y etapa de elucién (fracciones 72 a 85), se determiné la pureza y cantidad de
QG31 de cada etapa (lavado y elucién) a partir de los resultados del andlisis SDS-
PAGE/ densitometria (normalizando mediante Bradford la carga de proteina de cada fraccién).
Los valores se muestran en la Figura 3.63.
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Figura 3.54. Rendimiento (cantidad de QG31) y pureza de QG31 de las cromatografias HIC en el estudio de la
conductividad de la etapa de lavado. Se comparan la cantidad de QG31 (panel izquierdo) y la pureza de QG31 en geles
al 12.5 %, en condiciones reductoras (panel derecho) en las etapas de lavado y de elucion de QG31 segun la
conductividad de la etapa de lavado.

En la Figura 3.63 se aprecia la disminucién de la cantidad de QG31 en la etapa de elucién al
disminuir la conductividad del tampén de lavado, siendo la caida mas dréstica al emplear 64.5
mS/cm. Para aumentar el rendimiento de la etapa, convendria elegir la conductividad mas alta
estudiada. Sin embargo, en el panel derecho de dicha Figura se aprecia que la pureza de las
fracciones inmediatamente anteriores a la etapa de elucién disminuye al aumentar la
conductividad en el lavado. Para asegurar un rango de trabajo en el que el proceso sea lo mas
robusto posible, reduciendo la variabilidad del proceso y con ello, una posible disminucién en la
pureza final de QG31, se decidi6 fijar la conductividad de la etapa de lavado en 66.7 mS/cm
(intermedia entre 66 y 67.5 mS/cm), pese a no ser la condicién en la que se obtenia el maximo
rendimiento.

3.4.2.6. Desarrollo de la etapa de elucién de la cromatografia HIC

Una vez establecidas las mejores condiciones de la etapa de lavado de la cromatografia HIC
con resina Phenyl sepharose HP:

- 5 volumenes de columna

- conductividad del tampén 20 mM Tris-HCl, pH 8 suplementado con sulfato amoénico hasta
una conductividad de 66.7 mS/cm

se estudiaron las condiciones de elucion.

En las cromatografias realizadas en el estudio de la etapa de lavado se eluy6 con un tampén
20 mM Tris-HCl, pH 8 suplementado con sulfato amoénico hasta una conductividad de 55 mS/cm.
En estas condiciones se detect6 la presencia de dimero y multimero, impurezas que se intento
eliminar o al menos reducir en esta etapa.

Para minimizar estas impurezas relacionadas con QG31 se llevaron a cabo otros dos
experimentos. Fijando la etapa de lavado con un tampoén de conductividad 66.7 mS/cm, se eluy6
con un tampén de conductividad 57 mS/cm y 55 mS/cm respectivamente. La pureza de QG31y
contaminantes de producto durante la etapa de elucién de ambas cromatografias se analizaron
por densitometria en geles SDS-PAGE 8 % acrilamida, en condiciones no reductoras (Figura 3.64).
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Figura 3.55. Pureza de QG31 y de impurezas de producto de las cromatografias HIC para el estudio de la conductividad
de la etapa de elucién. Se muestra la pureza analizada por densitometria en SDS-PAGE en geles al 8 % de acrilamida
de la etapa de elucién a diferentes conductividades: 57 mS/cm (azul) y 55 mS/cm (amarillo) (previa a la elucién se
realiz6 en ambos casos una etapa de lavado con 67.5 mS/cm).

Tabla 3.64. Efecto de la conductividad de la etapa de elucion sobre el rendimiento y porcentaje de contaminantes en
la etapa HIC. La pureza se analiz6 mediante densitometria en geles SDS-PAGE al 8 % de acrilamida en condiciones
no reductoras.

Rendimiento etapa HIC

Conductividad de la etapa de Rendimiento resina G31 eluid G31 |Pureza QG31 (%) Pureza QG31 Pureza F. multiméricas
elucion (mg QG31/mL resina) | (18 QG31 eluidos/mg Q Y| dimerico (%) de QG31 (%)
en aplicacién) (%)
57 mS/cm 1.3 15.5 94.7 14 1.3
55 mS/cm 1.8 20.9 85.8 53 6.6

En la Figura 3.64 y en la Tabla 3.64 se puede apreciar que cuando la elucién de QG31 con 57
mS/cm aumenta la pureza de QG31 y disminuye las impurezas de producto, siendo la
proporcién del dimero 1.4 % (frente a 5.3 %) y de las formas multiméricas 1.3 % (frente a 6.6 %).

Pese a que con la conductividad de 57 mS/cm se obtenia un menor rendimiento de la etapa
que con 55 mS/cm (15.5 % respecto a 20.8 %) y un menor rendimiento de la resina (1.3 mg
QG31/mL de resina respecto a 1.8 mg QG31/mL de resina) se decidi6 fijar la conductividad de
la etapa de elucién en 57 mS/al obtenerse en esta condicién una pureza superior al 90 % para
QG31 y menor presencia de dimeros y multimeros (Tabla 3.64).

3.4.2.7. Condiciones de cromatografia de interaccion hidrofébica

Se concluy6, por tanto, que la cromatografia de QG31 en la resina de interaccion hidrofébica
(Phenyl Sepharose HP) en soporte XK16/20 hasta una altura de 10 cm se realizarfa con los
siguientes parametros:

- Aplicacién de 9.15 mL de producto intermedio AEX (18.3 mL una vez diluido %2 con 20 mM
Tris-HCl, pH 8, 1 M sulfato amoénico) por mL de resina

- Lavado de la fraccién no unida con 10 CV de tampén 20 mM Tris-HCl, pH 8, 500 mM sulfato
amonico

- Etapa delavado con tampén a 66.7 mS/cm (20 mM Tris-HCl, pH 8, 425 mM sulfato amoénico)

- Etapa de elucién con tampén a 57 mS/cm (20 mM Tris-HCI, pH 8, 330 mM sulfato amoénico)
que constituy6 el “Producto Intermedio HIC”

Empleando las condiciones anteriormente descritas, se obtuvo un producto intermedio HIC
con una pureza de 94 % (en geles SDS-PAGE, 12.5 % de acrilamida, condiciones reductoras). El
rendimiento de la etapa HIC (mg QG31 obtenidos respecto a aplicados) fue de 15.5 % y la resina
consigui6 capturar 1.35 mg QG31/mL de resina.
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3.4.3. Tercera etapa cromatografica: DSC

Como udltimo paso en el proceso de purificacién cromatografica de QG31 se decidi6 utilizar
una etapa de tamizado molecular con el objetivo de eliminar reactivos de proceso como el sulfato

amonico e intercambiar el tampoén del producto QG31 por la composiciéon final 2 mM fosfato
soédico, pH 7.5, 0.9 % NaCl. Para ello, el producto intermedio HIC obtenido en las condiciones
descritas en el apartado 3.5.2.7., se inyect6 en una columna HiPrep 26/10 Desalting (GE

Healthcare) equilibrada en dicho tampén (Figura 3.65).
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Figura 3.56. Perfil de elucién de cromatografia de desalado. Fase mévil: 2 mM fosfato sédico, pH 7.5, 0.9 % NaCl.

Tras recoger las fracciones con una absorbancia mayor de 5 mAU, en las que eluia QG31, el
producto fue analizado y alicuotado conservandose a <-80 °C.

3.5. ANALISIS DEL PRODUCTO FINAL QG31

El esquema global del proceso de purificacion de QG31 se muestra en la Figura 3.66.
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Figura 3.57. Esquema de la purificacién hasta producto terminado de QG31. En verde se muestran los diferentes
productos intermedios, es decir, el producto final de cada etapa y en gris los procesos.

120



Resultados

Una vez obtenido el producto final, se analizaron los atributos de calidad por las diferentes
técnicas analiticas.

SDS-PAGE y Western blot

Tras analizar el producto final obtenido por SDS-PAGE y Western blot (Figura 3.67) se
observé que QG31 migraba con un peso molecular aparente de 62 kDa en SDS-PAGE con una
pureza superior al 96 % (96.5 % en geles al 12.5 % acrilamida en condiciones reductoras y 98.9 %
en geles al 8 % acrilamida en condiciones reductoras). En condiciones no reductoras se aprecia
una banda de peso molecular aparente de 129 kDa, de tinicamente 2.5 % de pureza. En Western
blot ademas de esta banda se aprecia una tenue banda de peso molecular aparente de 308 kDa.

12.5 % acrilamida 8 % acrilamida
SDS PAGE WB SDS-PAGE
kKDa o1, M c M R NR

R ———— kDa h-
97 + 2201
B6 |- — — ” — 170+
45+ 1161
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2014 53+
45 ‘
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Figura 3.58. SDS-PAGE y Western blot del producto terminado QG31. CTL: control de destincién. M: marcadores de
peso molecular. R: condiciones reductoras. NR: condiciones no reductoras. WB: Western blot.

Cromatografia analitica de tamizado molecular (SEC)

El analisis por cromatografia analitica de tamizado molecular (Figura 3.68) dio como
resultado un tnico pico a un volumen de elucién de 7.88 mL, no detectindose otras formas
multiméricas.
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Figura 3.59. Perfil de elucién en cromatografia analitica de tamizado molecular (SEC) del producto terminado QG31.
En el eje de ordenadas se representa la absorbancia (mAU). En el eje de abscisas se representa el volumen de eluciéon
(mL). La columna empleada fue BioSEC-5 5 um, 3004, 7.8 x 300 mm, Agilent y la fase mévil 2 mM fosfato sédico, pH
7.5,0.9 % NaCl.
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Cromatografia analitica de fase reversa (RP)

El andlisis por cromatografia analitica de fase reversa (Figura 3.69) dio como resultado un
anico pico a un volumen de elucién de 47.85 mL, sin apreciarse oxidacién de la muestra.
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Figura 3.60. Perfil de eluciéon en cromatografia de fase reversa. En el eje de ordenadas se representa la absorbancia
(mAU). En el eje de abscisas se representa el volumen de elucién (mL). Columna: ZORBAX 300SB-C18 (Agilent).
Tampon A: 0.1 % de trifluoroacético en agua ultrapurificada. Tampoén B: 0.1 % de trifluoroacético en acetonitrilo.

Actividad alergénica

En el ensayo de actividad alergénica por ELISA inhibicién, se hizo competir con los IgE de
sueros de pacientes sensibilizados a gramineas por un lado una mezcla de las proteinas Phlp 1 +
Phl p 5y por otro lado el producto terminado QG31 (Figura 3.70).
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Figura 3.61. Porcentaje de inhibicion de la unién de IgE de pacientes de gramineas a extracto de Phleumn pratense por

una mezcla de las proteinas naturales “Phl p 1 + Phl p 5” (linea verde y circulos) y por QG31 (linea azul y tridngulos).
El eje de ordenadas muestra el porcentaje de inhibicion y el de abscisas la concentraciéon de QG31 o de la mezcla “Phl

p1l+Phlp5”.

Como se observa en la Figura 3.70, la mezcla “Phl p 1 + Phl p 5” alcanza el 100 % de inhibicién
a la maxima concentracién estudiada (100 pg/mL), mientras que, a esa misma concentracién,
QG31 solo alcanza en 69 % de inhibicién. Esa misma inhibicién es obtenida por la mezcla “Phl p
1+ Phl p 5” a 0.5 pg/mL, lo que indicaria que QG31 tiene, por tanto, una capacidad de unir IgE
200 veces inferior a la mezcla natural, confirmando su hipoalergenicidad.
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Contenido en endotoxinas

Durante la primera fase de desarrollo de la produccién de QG31 se obtuvo en el producto
final una concentracién de QG31 de 480 pg/mL y una concentracién de endotoxinas de 420
EU/ ng de proteina QG31. En base al limite de endotoxinas admitido por la Farmacopea Europea
(700 EU/dosis), la dosis maxima seria de 2 g, incompatible con la dosis estimada de 100 ng de
QG31.

Era por tanto esencial reducir la concentracién de endotoxinas. Para conseguir este objetivo,
toda la etapa de produccién de QG31 se realizé utilizando practicas que minimizaran la
introduccién de sustancias pirogénicas (endotoxinas) del exterior:

- Se extremaron las condiciones de limpieza, tanto de los equipos como de las instalaciones
dentro de la normativa de calidad de la empresa relativa a zonas de grado C, con registros
de limpieza, vestuario, diferencias de presiones en las salas dedicadas a USP y DSP, y
contaje de particulas en suspension.

- Se emple6 material de vidrio despirogenado mediante tratamiento en horno a 160 °C
durante 6 h.

- Se emple6 material de plastico de un solo uso.

- Las soluciones y tampones se esterilizaron mediante filtros de 0.22 um de tamafio de poro.

Tras aplicar estas mejoras en el desarrollo de la purificacién de QG31, se consigui6 reducir 6
ordenes de magnitud la concentracién de endotoxinas (EU/mL) desde la aplicacién en la
columna AEX hasta la obtencion del producto terminado (Figura 3.71).
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Figura 3.62. Concentracion de endotoxinas tras cada etapa de purificacion de QG31. Eje izquierdo (curva azul):
concentracion de endotoxinas (EU/mL). Eje derecho (curva naranja): concentracion de endotoxinas por cantidad de
producto terminado (EU/mg QG31). PI AEX: Producto Intermedio de la cromatografia de intercambio aniénico AEX.
PI HIC: Producto Intermedio de la cromatografia de interaccion hidrofébica. PT: Producto Terminado QG31.

El producto terminado obtenido contenia una concentracién de QG31 de 0.18 mg/mL y una
concentracion de endotoxinas de 203 EU/mg de QG31, permitiendo en este caso aplicar hasta 3.4
mg de QG31 por dosis, valor que excede el valor estimado de dosis de 100 pg. Segun estos
resultados, la dosis estimada de QG31 en la vacuna (100 pg), tendria un contenido de endotoxinas
de 20.3 EU, valor 34 veces inferior al maximo permitido en Farmacopea (700 EU/dosis). De este
modo, el valor de endotoxinas no seria limitante y permitiria aumentar la dosis del principio
activo (QG31) si asi lo requirieran los ensayos clinicos de dosis/respuesta durante la Fase II del
desarrollo de ensayos clinicos.
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Contenido en HCPs (Host Cell Proteins)

Se evalu6 el contenido de otras impurezas de proceso, como las proteinas procedentes del
microrganismo hospedador, E. coli en este caso, las llamadas HCPs (Host Cell Proteins). Se
midieron las HCPs en todos los productos intermedios del proceso, asi como en el producto final
(Figura 3.72).
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Figura 3.63. Concentracién de HCPs tras cada etapa de purificacion de QG31. PI AEX: Producto Intermedio de la
cromatografia de intercambio aniénico AEX. PI HIC: Producto Intermedio de la cromatografia de interaccién
hidrofébica. PT: Producto Terminado QG31.

Se observé una disminucién de 3 6rdenes de magnitud en la concentraciéon de HCPs,
obteniéndose una concentracion final de 39 ng/mL en el producto final. Si bien, no existen limites
fijados por los organismos reguladores para este contaminante de proceso, la especificacién més
aceptada en la mayoria de los productos farmacéuticos actuales, sobre todo, productos biolégicos
del tipo de anticuerpos monoclonales, es que la cantidad total de HCPs no debe ser superior a
100 ppm. En nuestra preparaciéon actual de producto terminado, el contenido de estos
contaminantes era en torno a 217 ppm, por lo tanto, serfa necesario incluir alguna etapa para
reducir este valor.

3.7. ESTUDIOS DE FORMULACION

La composiciéon mas habitual en las vacunas de inmunoterapia especifica para el tratamiento
de alergias incluye fenol, como agente fungicida y bactericida, y gel de hidréxido de aluminio,
como adyuvante, tanto por su capacidad para adherir el antigeno y liberarlo gradualmente, como
por sus propiedades inmunogénicas.

Se estudi6 la capacidad de union de QG31 al hidréxido de aluminio en presencia de fenol y
de diferentes tampones utilizados en la practica clinica y que ademas eran compatibles con QG31:
fosfato sédico (empleado en la tercera etapa cromatografica (DSC) y carbonato sédico, como
posible candidato para sustituir el fosfato sédico en la formulacién final.

Para ello, se incub6é QG31 en 10 mM de tampoén fosfato o carbonato sédico en presencia de
0.5 % fenol y 0.2 % alhydrogel durante diferentes tiempos de incubacion (1.5 h, 18 h, 3 meses).
Como muestra control (referencia de 100 % QG31 no unido a hidréxido de aluminio) se utilizaron
muestras de QG31 en solucién salina, pero sin hidréxido de aluminio.

La concentracién de QG31 se analizdé, mediante ELISA, en el sobrenadante tras centrifugar
cada muestra durante 5 min a 14 500 rpm. De este modo, la muestra unida a hidréxido de
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aluminio quedaba en el pellet, y en el sobrenadante quedaba la fraccién no unida. En el control,
al no haber hidréxido de aluminio, toda la muestra quedaba en el sobrenadante (Figura 3.73).

m DEPOT QG311 mg/mL - 10 mM carbonato s6dico
u DEPOT QG311 mg/mL - 10 mM fosfato s6dico

99.7 99.7 99.7

1.5 horas 18 horas 3 meses

% QG31 unido a hidroxido de aluminio

Tiempo de incubacién

Figura 3.64. Union de QG31 a hidroxido de aluminio (Alhydrogel) tras incubacién a 2-8 °C durante 1.5 h, 18 h y 3 meses
en presencia de fenol y carbonato sédico (azul) o fenol y fosfato sédico (naranja).

Se pudo concluir que el porcentaje de union de QG31 al hidréxido de aluminio era =95 %, y
que se mantenia estable durante el tiempo estudiado (3 meses). Existia una pequefa diferencia
entre el comportamiento de QG31 en ambos tampones, ya que se unia mejor al gel de hidréxido
de aluminio en presencia de carbonato (>99.5%) y esta unién se mantenia hasta 3 meses, mientras
que en presencia de fosfato la unién era mayor con el tiempo pasando de 95% a las 1.5 horas,
hasta 98% a los 3 meses. En ambos casos el grado de unién (= 95 %) cumple holgadamente la
especificacién para productos depot que establece que la unién debe ser superior a 80%.
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4. RESUMEN

La alergia al polen (polinosis) es una de las alergias mas comunes, afectando a un quinto de
la poblacién europea, y la causa mds importante de alergia respiratoria estacional, causando
rinoconjuntivitis y asma.

Gracias a la inmunoterapia, los pacientes ven reducidos sus sintomas y la continua necesidad
de tratamientos farmacolégicos. Sin embargo, las vacunas actuales basadas en extractos naturales
de la fuente alergénica, no estin exentas de riesgos (contaminaciones cruzadas, shock
anafilactico...) y poseen limitaciones (variabilidad en la composicién de los alérgenos que afecta
a la estandarizaciéon de los productos, administracién de bajas dosis que alargan el
tratamiento...).

Ante la necesidad de desarrollar mejores productos, este trabajo ha buscado el desarrollo de
un método de fabricacién de una vacuna hipoalergénica especifica, segura, reproducible, eficaz e
inmunogénica para el tratamiento de la alergia a gramineas. La molécula de interés es una
proteina recombinante purificada, y por tanto una molécula definida y con alta pureza, con el
objetivo de controlar la composicién alergénica exacta de la vacuna a una concentracién
predeterminada. Esta vacuna, al contrario que las vacunas basadas en extractos alergénicos,
estard exenta de otras proteinas y biomoléculas que podrian provocar efectos secundarios
adversos o nuevas sensibilizaciones.

Esta molécula, QG31, se disefi6 como una quimera de los principales alérgenos (mayor
prevalencia y potencia alergénica) de gramineas (Phl p 1y Phl p 5) con el objetivo de mantener la
mayor parte de los epitopos especificos de alérgeno de los linfocitos T (induciendo la respuesta
IgG y manteniendo asi la inmunogenicidad), pero inducir una menor produccién de anticuerpos
IgE (reduciendo asi la alergenicidad) que la versién sin modificar. Con esta reduccién en la
alergenicidad se pretende poder administrar dosis mas altas durante el tratamiento de
inmunoterapia, y lograr, con un menor nimero de inyecciones, una mayor produccién de
anticuerpos IgG especificos de alérgeno.

Tras una primera prueba de concepto, en la que se verificé la viabilidad de la molécula como
principio activo de una vacuna hipoalergénica, se llevé a cabo la Fase I en la que se procedio a
fabricar varios lotes de la molécula QG31. Esta etapa permitié, por una parte, comprobar el
excelente grado de reproducibilidad de los métodos y procesos utilizados, base fundamental para
el abordaje de un desarrollo farmacéutico. Adicionalmente, permitié conocer los puntos criticos
del proceso y desarrollar las técnicas analiticas que serfan necesarias para realizar los controles
de proceso (IPC, In Process Control, chequeos realizados durante el proceso para monitorizar el
progreso del mismo) y para definir el perfil de calidad del producto (QTPP, Quality Target Product
Profile) y los atributos criticos de calidad (CQAs, Critical Quality Attributes). Ademas, permitié
identificar las etapas del proceso donde se debia mejorar y los CQAs que debieran optimizarse.

Con el material de QG31 obtenido en la primera fase desarrollo (a pequena escala), se
desarrollaron los métodos analiticos que darfan soporte al desarrollo del proceso de obtencién de
la molécula QG31 pura, que seria la sustancia activa constitutiva de la vacuna comercial. Estos
métodos fueron también cualificados para determinar las condiciones 6ptimas en que se debia
trabajar con cada técnica, los rangos de cada técnica y las matrices (o tampones) que afectaban a
los resultados experimentales proporcionados por cada una de ellas.

En una segunda fase, se trabajé con el objetivo de obtener un proceso que fuera facilmente
escalable con vistas a un proceso industrial. Para ello se obtuvo una materia prima, en este caso
una cepa de E. coli que expresara la proteina de interés y fuera propiedad de la empresa, es decir
un sistema de expresién (cepa hospedadora y vector de expresion) FTO (Freedom to Operate), es
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decir, no sujeto a ningtin pago por su uso industrial como lo son casi todos los sistemas de
expresion comerciales. Se establecieron las condiciones para la sobreexpresion de QG31 en este
nuevo sistema de expresién en biorreactor y el lisado de la biomasa obtenida. Gracias al
desarrollo de esta etapa, basado en el disefio de experimentos, se pudo definir un rango de trabajo
en el que la calidad del producto no se viera afectada. Este tipo de estudios (disefio de
experimentos) permite analizar el efecto conjunto de miiltiples variables sobre un proceso con el
minimo nimero de ensayos.

Con la biomasa obtenida en biorreactor, se desarroll6 la etapa de purificacién (mediante
cromatograffa) de QG31. Para el escalado se emplearon columnas con resina comercial
empaquetada en carcasas. Con este tipo de columnas, que permitir elegir las dimensiones de las
mismas, se pudo aumentar el volumen total de resina de la columna, manteniendo los flujos
lineales (y con ello el tiempo de residencia) empleados con columnas comerciales mas pequenas
empleadas durante el desarrollo.

El desarrollo de la primera fase identificé las limitaciones del proceso y asi determiné los
puntos que, en una segunda fase, fueron mejorados para obtener un producto de mayor calidad,
mediante un proceso robusto en el que la variabilidad de la calidad del producto fuera minima
al producir sucesivos lotes industriales.

Es por ello que, en la segunda fase, el trabajo realizado consisti6é en desarrollar cada etapa
del proceso centrandose en disminuir la concentracién de endotoxinas, de HCPs, de impurezas
de producto procurando al mismo tiempo, cuando era posible sin sacrificar la pureza del
producto, obtener el maximo rendimiento posible. La estrategia que se siguié para estudiar el
efecto de los diversos parametros del proceso fue el disefio de experimentos. De este modo, se
conocieron los pardmetros que tenfan un mayor efecto sobre la calidad del producto y se
estableci6 el rango de trabajo para cada etapa del proceso. El desarrollo previo de las técnicas
analiticas fue fundamental en esta etapa para garantizar un analisis ortogonal.

Tras fijar las condiciones y realizar el proceso completo, se analizé con las técnicas
desarrolladas el producto QG31 obtenido. Se pudo concluir que el proceso de sobreexpresién y
purificacién de la molécula QG31 era viable y la molécula obtenida cumplia los requisitos de
hipoalergenicidad (respecto a las proteinas nativas) asi como contenido en endotoxinas y HCPs
entre otros requeridos para constituir un producto sanitario.

Durante todo el proyecto se sigui6 la estrategia de Calidad desde el Disefio (QbD) segtin la
cual la estrategia de fabricacién basa la calidad del producto, no tanto en la comprobacion de sus
especificaciones, sino en un conocimiento profundo del producto y del proceso de fabricacion,
asi como en un control exhaustivo del proceso. Es por ello que en cada etapa se hizo un riguroso
estudio de cémo afectaban las variables del proceso en la calidad del producto, para obtener
finalmente un proceso de fabricacién robusto que permita mantener una calidad constante a lo
largo de la vida del producto.
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5. CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado y caracterizado un sistema de expresiéon de uso libre, alta capacidad de
expresion, rapido crecimiento, y excelente reproducibilidad para la produccién de la
proteina QG31, proteina recombinante quimérica e hipoalergénica que podria constituir la
base de una novedosa vacuna contra la alergia a gramineas.

2. Se ha disefiado un proceso de purificacién de QG31, y su escalado para una produccion a
escala industrial bajo estindares GMP.

3. Sehallevado a cabo la caracterizacién funcional y bioquimica de la proteina hibrida QG31.

4. Se halogrado la cualificacién de diversas técnicas analiticas que han posibilitado la toma de
decisiones técnicas a lo largo del proceso de desarrollo del producto, asi como una
caracterizacién ortogonal de los productos intermedios y el producto terminado.
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