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ABSTRACT
Some variables of the purification process for recombinant human gamma interferon (rec-hum y IFN) were
studied in order to search for a more economic process that may increase the productive capacities of this protein.
The reduction of the ionic strength in the renaturation process allowed a recovery of rec-hum y IFN 1.82 times
higher in this step as well as a higher stability of the protein under this condition. A new matrix, Fractogel EMD
650 SO;- (S) was evaluated in the ionic exchange chromatography and the working parameters were established.
A better recovery and reproducibility were achieved with a column charge of 10 mg of protein per miligrame of
resin and stepwise gradient at 0.46 - 0.49 M NaCl in this step. The use of lower ionic strength {0.01 M) showed
no differences in the results obtained and at lower pH values there was an increase in the recovery of IFN, until a
value close to 50 % for this step. The use of the more economic ion exchange matrix and the best conditions
found in this study allowed a higher recovery in the purification step and at the same time to own a final product
with higher stability and similar quality attributes.
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RESUMEN
Se realizé un estudio de diferentes variables en el proceso de purificacion del interferén gamma humano recom-
binante (IFN y hu-r) con vistas a obtener un proceso de purificacién mas econémico, el cual posibilite el incre-
mento de las capacidades productivas de esta proteina. Con la disminucion de la fuerza idnica en la renaturaliza-
cién de 0,1 M a 0,01 M se logré un aumento del recobrade en el paso de 1,82 veces y la proteina mostré ser
mads soluble bajo estas condiciones. Se evalué la matriz de intercambio cationico Fractogel EMD 650 SO, (S) y se
establecieron los parametros de trabajo. Se obtuvo un mejor recobrado y reproducibilidad a una carga de
10 mg/mL de gel y gradiente escalonado entre 0,46 y 0,49 M de NaCL. Una fuerza iénica inferior (0,01 M) no
mostré diferencias en los resultados y la disminucién del pH produjo un aumento del recobrado, hasta un valor
cercano al 50 % para este paso. Con la utilizacién de una matriz de intercambio i6nico menos costosa y el em-
pleo de las mejores condiciones estudiadas en la etapa de purificacion, se logré incrementar el recobrado de la

misma y se obtuvo un producto con una mayor estabilidad e igual calidad.
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Introducciéon

La produccion de los interferones (1FN) a través de la
teenologia del ADN recombinante ha permitido la ob-
tencion de grandes cantidades de estos productos con un
alto nivel de pureza. La importancia del estudio v la
praduccion de estas moléculas reside en sus propiedades
antivirales, inhibidoras del crecimiento celular ¢ inmu-
nomoduladoras. las cuales las convierten en una herra-
mienta en el tratamiento de diferentes atecciones (1. 2).

Il IFN gamma humano recombinante (IFN y hu-r)
ha sido expresado en Fscherichia coli de forma insclu-
ble (3. 4). Esta proteina es una moléeula dimérica. en su
tforma activa, cada monomero esta constituido por 144
aminoacidos. posee un alto punto isoeléctrico (proteina
basica) v la misma presenta una alta tendencia a la agre-
gacion y a la degradacion por proteasas en el extremo
C-terminal (4, 5).

La renaturalizacion constituye la ctapa determi-
nante en ¢l recobrado de proteinas insolubles, este
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trabajo tiene como primer objetivo ¢l mejoramicnto
de este paso.

El recobrado alcanzado cn este proceso ha sido
menor de un 50 %, debido a que el mismo compite
con la agregacién y precipitacion irreversible de la
proteina.

La ¢tapa de intercambio 10nico es a su vez el pa-
so cromatografico fundamental pues en este se eli-
minan proteinas contaminantes. asi como [FN v
degradado lo que determina la pureza final del pro-
ducto. La matriz empleada en esta etapa ha sido la
MONO S (Pharmacia) (3), una matriz de alta reso-
lucion la cual ha mostrado un buen desempenio en
¢l proceso, pero a un costo elevado. En ¢l presente
trabajo se evaloa la matriz Fractogel EMD 650
SO3- (S) (Merck) con vistas a lograr un producto
con las mismas caracteristicas y calidad obtenidas
anteriormente a menor costo.
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Materiales y Métodos

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico.
Los tampones fueron preparados con agua purificada
(Super Q, Millipore) y filtrados por membrana mi-
crobiolégica de 0,2 pm (Sartorius).

Renaturalizaciéon

El IFN y hu-r desnaturalizado, en soluciéon TE-
GuHCL 4 M, es renaturalizado por medio de un pro-
ceso de desalinizacion en una columna K 50/60
(Pharmacia) empacada con gel Sephadex G-25 (Me-
dium, Pharmacia). La proteina es aplicada a la co-
lumna a una concentracion de 0.8 mg/mL. La
solucion empleada en la renaturalizacion fue acetato
de amonio (0,1 M 0 0,01 M) + 5 % sacarosa, pH 7,2
a una velocidad lincal promedio de 41,5 cm/h.

Intercambio iénico

Los experimentos se realizaron en un sistema FPLC
(Pharmacia) acoplado a una computadora con el
software BIOCROM (CIGB. Cuba) (6) para registrar
y almacenar los datos del proceso. Se empled una
columna HR 5/5 (Pharmacia) con un contenido de
I mL de gel Fractogel EMD 650 SO;- (8) (Merck).
La proteina fue aplicada a una velocidad lineal de
150 ecm/h disuelta en acetato de amonio (0,1 o
0.01 M) + 5% sacarosa (Solucidn A, tampon de
equilibrio) y eluida a través de un gradiente lineal
con Solucidn B (Solucidén A+ NaCl 1 M) en 60 min.

S¢ probaron cuatro condiciones de pH: 7.2; 6.5;
6.0 y 5.5. El pH se reguld afadiendo hidroxido de
amonio o acido acético segun el valor de pH requeri-
do. El producto eluido de la columna se colectd en
fracciones que fueron analizadas por electroforesis
para chequear su pureza. Se tomaron las fracciones
puras (sin degradacién) y se mezclaron.

Métodos analiticos

La concentracion de proteinas fue determinada por ¢l
método de Lowry (7) y la pureza por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 15 % en presencia de
SDS (EGPA-SDS) (8). Se utilizo el método de tin-
cion con plata para la deteccion de las proteinas (9).

l.a determinacion de la actividad biologica del IFN
¥ hu-r ¢n las muestras sc realizé midiendo la inhibicion
del efecto citopatogénico cjercida por este sobre célu-
las HEP-2 empleando ¢l virus Mengo. Se utilizé un
estandar internacional de IFN y (Gg 23-901-530).

La pureza del IFN y hu-r se verificd ademas por
cromatogratia de RP-HPLC, empleando una colum-
na C8 de 4.6 x 100 mm (Bakerbond. JT Baker) y un
gradiente lincal de 13 a 60 % de B en 40 min. La
composicion del sistema de solventes empleado fue:
e Solucion A: dcido trifluoroacético (Pierce)

0.1 % ¢n agua destilada
e Solucion B: acido trifluoroacético (Pierce)
0.05 % en acetonitrilo (Lichrosolv) (Merck).
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Resultados y Discusion

Estudios de renaturalizacién con variaciéon
de la fuerza iénica

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
en la renaturalizacion empleando las dos soluciones
con diferente fuerza iénica: acetato de amonio 0,1 y
0,01 M-5 % de sacarosa, pH 7,2 (los resultados son
¢l valor promedio obtenido de tres corridas). Como
s¢ puede observar, ¢l recobrado de proteinas a me-
nor fuerza idnica es 1,82 veces superior que ¢l ob-
tenido con la otra variante; de este modo se logrd
un material con mayor calidad, en cuanto a sus ca-
racteristicas organolépticas. Este hecho representa
una mejora importante, puesto que la precipitacién
de proteinas representa un inconveniente serio du-
rante la filtracion por membrana (0.2 pm), la cual
se realiza antes de la siguiente etapa, asi como por
la afectacion en el tiempo de vida de las columnas y
¢l recobrado del proceso que dependen de la cali-
dad del material aplicado. La actividad especifica
del renaturalizado para ambos casos es similar. lo
que indica que el mismo no se ha visto afectado con
la disminucion de la fuerza idnica del medio. El
material obtenido en este paso posee un alto grado
de pureza (Figura 1, linea 1).

Se estudio la solubilidad del material renaturaliza-
do en solucidn a 4 °C. bajo las dos condiciones em-
pleadas, hasta cinco dias de almacenamiento poste-
riores a la fecha de realizacién del proceso (datos no
mostrados). La pérdida por precipitacion en el mate-
rial procesado a mayor fuerza iénica tue de un 68 %;
en el otro caso fue de sdlo un 33 %.

La alta tendencia a la agregacion de esta proteina
durante la renaturalizacion ha sido previamente de-
mostrada (10). Se ha observado que al renaturalizar
IFN y hu-r a partir de una solucién de urea 7 M, por
dilucién, se obtienen dos formas en solucidn, las
cuales difieren en tamaifio y actividad biolégica; am-
bas no s¢ encuentran en un equilibrio rapido reversi-
ble. Estas formas representan moléculas plegadas de
diferente forma y la proporcion de las mismas, obte-
nida después de la renaturalizacion. estd influcnciada
por la concentracion de proteinas y la fuerza iénica
del tampén empleado en dicho proceso (10). En
nuestro caso. el efecto de la fuerza ionica del medio
sobre el estado de plegamiento y/o agregacion de la
molécula, observada por otros investigadores, tam-
bién explica los resultados obtenidos con las condi-
ciones empleadas.
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Figuro 1. Electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 15 %. Linea 1: mate-
rial renoturalizado (oplicado a la
columna de intercambio iénico); li-
nea 2: eluaio de intercambio idnico
y linea 3: material de referencia.

Tabla 1. Renaturalizacién del IFN y empleando dos condiciones de fuerza iénica.

Fuerza idnica Actividad especifica Recobrado Apsifiencid
(U/mg) (%)
NH,Ac 0,1M 9,24 x 10° 41,3 Ligeramente turbia
NH,Ac 0,01M 7,15x 10° 75,2 Transparente
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Evaluaciéon de la matriz de intercambio iénico

Estudio del gradiente de elucion. Se estudid la in-
fluencia del gradiente escalonado en el recobrado y
la reproducibilidad del perfil cromatografico, para
ello se realizaron cscalones entre 46-49 % de B
(acetato de amonio 0,1 M, 5 % sacarosa + NaCl |
M, pH 7.2). En este rango sc logra la separacion
entre ¢l pico correspondiente al IFN degradado del
pico correspondiente al IFN puro, el cual comienza
a eluir aproximadamente entre un 33-55 % de B
(Figura 2).

Al analizar la pureza se obtuvo que en la primera

fraccion del pico de IFN existe un pequefio por
ciento de IFN degradado, por lo que aiun logrando
una buena resolucion. es recomendable utilizar la
electroforesis como criterio de pureza antes de
mezclar las fracciones del pico de IFN puro. Con la
utilizacion del escalon, se logré una reproducibili-
dad en el perfil cromatografico y la presencia de
IFN degradado se limita a la primera fraccion del
pico de IFN puro.
Capacidad de carga. Con ¢l objetivo de definir la
capacidad de carga mas adecuada para csta matriz, se
realizaron corridas empleando tres condiciones: 10,
20 y 30 mg de proteina por mililitro de gel. Los re-
sultados se muestran en la Tabla 2 (los resultados son
¢l valor promedio obtenido de tres corridas).

Una carga superior a 10 mg/mL de gel produce
una disminucion en el recobrado de IFN debido
fundamentalmente a pérdidas por proteina no enla-
zada a la matriz asi como se¢ afecta su resolucion.
La disminucién de la resolucion de ia matriz se
muestra en las Figuras 3 A, B y C; para la carga
maxima (30 mg/ml.) s¢ obticne un sobrelapa-
miento casi total entre ¢l pico de proteina degrada-
da (pico 1) y ¢l pico principal de [FN (pico 2). Las
fracciones del pico principal de IFN y hu-r obteni-
das de la corrida realizada a carga 10 mg/ml.. ana-
lizadas por EGPA-SDS se obiservan en la Figura 4.
En las primeras fracciones se aprecia una banda de
IFN degradado asociado a la molécula intacta. En
la Figura | se muestra un material aplicado en el
paso de intercambio ionico (renaturaiizado). un
cluato de intercambio 10nico (mezela de fracciones
que contienen el [FN y hu-r puro) y un material de
referencia aplicados en una EGPA-SDS; como se
puede apreciar, ¢l material eluido presenta una alta
pureza.

Estudio de la influencia del pH v la fuerza idni-
ca. Se probaron igualmente las dos condiciones de
fuerza ionica en esta elapa del proceso: acetato de
amonio 0,1 y 0.01 M-5 % de¢ sacarosa, pH 7.2. No
se obtuvieron diferencias en cuanto al recobrado
de IFN ni variacion en los perfiles cromatograficos
al comparar ambas variantes (resultados no mos-
trados).

En relacion con la variacion en ¢l pH de las solu-
ciones, los resultados se muestran en la Figura 5. Para
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Tabla 2. Efecto de la carga de muestra aplica-
da d la columna en el recobrado del proceso.

Recobrado IFN (%)

Carga (mg/ml)

10 35,3
20 33,2
30 28,1
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Figura 3. Perfil cromatogréfico obtenido con gradiente de
elucién lineal, pH 7,2; 0,1 M de NH,Ac y carga: a) 10 mg
de IFN/mL de gel, b} 20 mg de IFN/mL de gel y c) 30 mg de
IFN/mL de gel. Pico 1: IFN degradado; pico 2: IFN nativo.
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Figura 2. Perfil cromategréfico obte-
nido con gradiente de elucién es.
calonado, pH 7,2; 0,1 M de NH,Ac
y carga 10 mg/ml de gel. 1: IFN
degradado; 2: IFN native.
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Figura 4. Elactroforesis en gel de poliacrilamida al 15 %. Li-
nea 1: patrén de peso molecular; lineas 2-5: fracciones de
la 1 a la 4 eluidas de la columno de intercambio iénico y li-
nea 6: patrén de IFN y hu-r.

ambas variantes de fuerza idnica se observa un aumento
en el recobrado de IFN con la disminucién del pH.

El IFN y hu-r es una proteina basica, con un
punto isoeléctrico igual a 8.2, el cual fue determi-
nado experimentalmente (11). Es conocido que la
solubilidad de las proteinas es generalmente mini-
ma ¢n la regién cercana a su punto isoeléctrico y se
incrementa sustancialmente al alejarnos hacia un
pH mas acido o mas basico (12). La disminucion
del pH de la solucién provoca que la molécula ad-
quiera una carga positiva mayor; con ello se forta-
lece la interaccién entre la matriz y la proteina y
esto haria también disminuir la agregacién de la
misma. De acuerdo con los resultados obtenidos
por otros investigadores (13) se ha propuesto que al
moverse de pH § a pH 6, los cambios electrostati-
cos de la molécula de IFN y hacen que aumente la
estabilidad termodinamica de esta (lo cual significa
que se necesita més energia para su desnaturaliza-
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Figura 5. Influencia del pH y la fuerza iénica del tampén en

el recobrado de IFN gamma en la cromatografia de inter-
cambio idnico.

Recibido en noviembre de 1997. Aprobado
en marzo de 1998.
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cién) pero a la misma vez, la pérdida de carga po-
sitiva (posiblemente por la deprotonacién de las
histidinas), produce un cambio dramatico en las
propiedades de solubilidad; ello la hace mas sus-
ceptible a la agregacion (13).

Los mejores resultados se obtuvieron con la va-
riante de intercambio idnico realizada a menor fuerza
ionica y pH 5,5. En la Figura 6 se muestra que la pu-
reza del producto analizada por RP-HPLC fue supe-
rior a 97 %.

Los resultados de los pardmetros de calidad obte-
nidos para la proteina producida con la nueva va-
riante (menor fuerza idnica) son mostrados en la
Tabla 3. Los mismos son semejantes a los obtenidos
normalmente en la produccion; con ello se evidencia
la alta calidad del material purificado.

Como conclusiones de este trabajo se puede afir-
mar que la disminucion de la fuerza idnica en el paso
de renaturalizacién permitié aumentar el recobrado
de esta etapa y contar con un material mas estable y
de Tabla 3. Controles de calidad realizados al pro-
ducto final mayor calidad para las operaciones cro-
matograficas. Con el empleo de la matriz Fractogel
EMD 650 SO,. se logr6 un material que cumple con
los parametros de calidad establecidos para esta pro-
teina, empleando un gel de menor costo. En su con-
junto, con estas mejoras, es posible contar con un
proceso mas econdémico, lo cual permitird un au-
mento en las capacidades productivas de esta protei-
na de interés terapéutico.

Figura 6. Determinacion de lo pure-
za por RP-HPLC al producto final
obtenido por cromategrafia de inter-
cambio idnico a una fuerza iénica de
0,01 M de acetato de amonio-5 %
de sacarosa, pH 5,5.
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Tabla 3. Controles de calidad realizados al producto final.

Analisis

Resultado

Concentracién de proteinas
Actividad biolégica
Actividad especifica

Cromatografia de RP-HPLC

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Proteinas contaminantes de E. coli
por inmunodot

0,39 mg/mL

1,41 x 107 Ul/mL

3,6 x 107 Ul/mg

Pico en el tiempo de retencién
esperado, > 95 % de pureza

Una sola banda a la altura
esperada

< 98 ng/dosis
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