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DESCRIPCION

Preparacion a gran escala de un inhibidor de proteinasa alfa-1 y su utilizacién.
Campo de la invencion

La presente invencion hace referencia a un proceso para la purificacién del inhibidor de proteinasa alfa-1 (IPA) a
partir de una mezcla de proteinas, a las composiciones que constan de ello y el uso de las mismas. Mds concretamente,
la presente invencion hace referencia a un proceso para la purificacion a gran escala del IPA del plasma sanguineo o
de fracciones de plasma para obtener un IPA de calidad farmacéutica.

Antecedentes de la invencion

Ciertas proteinas del plasma humano ttiles a efectos terapéuticos y para otras aplicaciones se pueden obtener
unicamente de donaciones de sangre procedentes de varios donantes. La produccién recombinante de proteinas del
plasma se ve complicada por el hecho de que estas proteinas requieren unos patrones de glicosilacion precisos para
mantener su funcién y/o vida media en el cuerpo humano. Por consiguiente, incluso con los riesgos que conlleva de
contaminacion virica o de otro tipo, la tnica fuente disponible homologada de algunas proteinas como por ejemplo el
inhibidor de proteinasa alfa-1 es el plasma humano mismo.

El inhibidor de proteinasa alfa-1 (IPA) es un derivado del plasma humano perteneciente a la familia de los inhibi-
dores de serina proteinasa. Es una glicoproteina que tiene un peso molecular medio de 50.600 daltones, producidos por
el higado y segregados al sistema circulatorio. La proteina es una tinica cadena polipeptidica, a la que varias unidades
oligosacdridas estdn unidas covalentemente. El IPA juega un papel a la hora de controlarla destruccién de tejidos por
parte de serina proteinasas enddgenas, y es el inhibidor de serina proteinasa mas frecuente en el plasma sanguineo.
Entre otras cosas, el IPA inhibe la tripsina, la quimotripsina, varios tipos de elastasas, la colagenasa de la piel, la renina,
la uroquinasa y las proteasas de los linfocitos polimorfonucleares.

El IPA se utiliza actualmente terapéuticamente para el tratamiento del enfisema pulmonar en pacientes que tienen
una deficiencia genética de IPA. El IPA purificado ha sido homologado como terapia de reemplazo en estos pacientes.
El papel normal del IPA es el de regular la actividad de la elastasa leucocitaria, que descompone las proteinas invasoras
presentes en el pulmén. Cuando el IPA no estd presente en cantidades suficientes para inhibir la actividad de la elastasa,
la elastasa descompone el tejido pulmonar. Con el tiempo, este desequilibrio da por resultado el enfisema y dafios
crénicos en el tejido pulmonar.

El IPA también se propuso como un tratamiento para pacientes homocigotos para los genes reguladores de la
conductancia transmembrana (RTFQ) de la fibrosis quistica (FQ) defectuosa, que sufren infecciones endobronquiales
recurrentes y sinusitis, mala absorcién debido a una deficiencia pancredtica, enfermedad hepatobiliar obstructiva y
reduccién de la fertilidad. La principal causa de morbosidad y mortalidad entre pacientes de FQ es las enfermedades
pulmonares. El RTFQ regula el transporte de agua y sales en las células epiteliales que cubren las superficies internas
y externas del cuerpo. En pacientes con FQ, la proteina del RTFQ estd defectuosa debido a una mutacién, dando
por resultado un transporte defectuoso de agua y sales y la produccion de secreciones espesas en varios érganos (por
ejemplo, el plumoén, el pancreas).

El defecto de la membrana causado por la mutacién del RTFQ lleva a la infeccién e inflamacién crénica pulmonar.
La infeccidn crénica de la via respiratoria inferior provoca una respuesta inflamatoria persistente en las vias respira-
torias, dando por resultado una enfermedad crénica obstructiva. A medida que las reservas pulmonares disminuyen,
los pacientes con FQ son mds propensos a episodios de exacerbacién, caracterizados por sintomas de empeoramiento
de la infeccién de la via respiratoria, en especial por Pseudomonas aeruginosa acompafiada de un agudo deterioro de
la funcién pulmonar. En individuos normales, la elastasa segregada por los neutréfilos en respuesta a la infeccion es
neutralizada por el IPA, que se sabe que penetra en el tejido pulmonar. En pacientes con FQ, sin embargo, la respuesta
inflamatoria no regulada sobrecarga el equilibrio normal (del IPA) de proteasa (elastasa)/antiproteasa. El ciclo an6-
malo es destructivamente autoperpetuante y autoexpandible: la elastasa incrementada lleva al reclutamiento de mas
neutréfilos en el pulmon, que a su vez segregan proteasas adicionales. Esto lleva a la acumulacién de elastasa en el
pulmén y a la larga a los dafios en los tejidos, la destruccién de la arquitectura pulmonar, la disfuncién pulmonar seve-
ray, al final, a la muerte. Se sugiere que el suplemento de IPA adicional puede reducir los efectos nocivos asociados
con las cantidades excesivas de elastasa. La demanda de IPA ya excede la disponibilidad del suministro actual, y este
problema puede llegar a ser mds pronunciado dado que la investigacidn sugiere usos terapéuticos adicionales para el
IPA. Para maximizar el suministro disponible de IPA, un proceso para purificar el IPA a partir del plasma humano
deberia tener el mayor rendimiento posible, y también se deberian considerar fuentes alternativas. Por consiguiente,
se requieren medios mas eficientes de aislamiento, adecuados para la produccién a gran escala de buena practica de
fabricacién (BPF).

Varios grupos han informado de la produccién de IPA recombinante. (Por ejemplo, G. Wright et al., Biotechnology,
Vol. 9, pp. 830-834 (1991); A.L. Archibald et al., Proc. Nat’l. Acad. Sci. EE.UU., Vol. 87, pp. 5178-5182 (1990)). Sin
embargo, por el momento, el plasma humano es la tinica fuente homologada de IPA terapéutico.
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Se han descrito varios métodos de purificacién del IPA a partir de plasma humano. La mayoria de estos métodos
estdn dirigidos al aislamiento a escala de laboratorio mientras que otros corresponden a la produccion a nivel comer-
cial. Se han revelado varios métodos de aislamiento, por ejemplo en la patente estadounidense n° 4.379.087 y la n°
5.610.285. Muchos de los primeros métodos empleaban una precipitacién de sulfato de amonio del plasma humano
seguida por didlisis, empleando ademds un paso cromatografico en DEAE-celulosa. Sin embargo, los métodos descri-
tos para la didlisis no se pueden aplicar facilmente a la purificacién a gran escala, y son procesos largos y que llevan
mucho tiempo con probabilidad de comprometer la actividad de la proteina aislada.

Una purificacién a gran escala del IPA a partir de plasma humano fue revelada por Kress et al., (Preparative
Biochem., 3:541-552, 1973). El precipitado del tratamiento de sulfato de amonio al 80% del plasma humano fue
sometido a didlisis y al cromatdgrafo en DEAE-celulosa. El concentrado obtenido fue sometido de nuevo a didlisis
y filtrado en gel en SEPHADEX™ G-100. Las fracciones que contenian IPA fueron sometidas al cromatégrafo dos
veces en DE-52 celulosa para dar IPA.

Glaser et al., (Preparative Biochem., 5:333-348, 1975) aislaron el IPA de la pasta IV-1 de la fraccién de Cohn.
En este método, la fraccion IV-1 disuelta fue sometida al cromatgrafo en DEAE-celulosa, QAE-SEPHADEX™,
concanavalina-A-SEPHA-ROSE™ y SEPHADEX™ -G-150 para dar IPA. Sin embargo, Glaser et al. (inicamente
consiguieron un 30% de rendimiento total a partir de la pasta IV-1 de la fraccién.

Podiarene et al., (Vopr. Med. Khim. 35:96-99, 1989) informaron de un procedimiento de un solo paso para el
aislamiento de IPA a partir de plasma humano utilizando cromatografia de afinidad con anticuerpos monoclonales. La
actividad especifica del IPA se multiplicé por 61,1 con un rendimiento de solamente el 20% a partir del plasma.

Burnouf et al., (Vox. Sang. 52:291-297, 1987) comenzando con el efluente IT+I1I de la fraccién de Cohn utilizaron
cromatografia DEAE y cromatografia de exclusién por tamaifios para producir un IPA puro al 80-90% (por SDS-
PAGE) con una recuperacion del 65-70% a partir de este efluente.

Hein et al., (Eur. Respir. J. 9:16s-20s, 1990) presentaron un proceso que emplea la pasta IV-1 de la fraccién de
Cohn como el material de inicio y utilizaron la precipitacion fraccional con polietilenglicol seguida de cromatografia
de intercambio aniénico en DEAE-Sefarosa™. El producto final posee una pureza de alrededor del 60% con un
rendimiento del 45% a partir de la pasta IV-1.

Dubin et al., (Prep. Biochem. 20:63-70, 1990) utilizaron una purificacién cromatografica en dos pasos segun la
cual el alfa-PI, el inhibidor-C;, la alfa-1 antiquimotripsina, y el inhibidor de alfa-1 tripsina fueron eluidos primero a
partir de Blue Sefarosa™ y después el IPA fue purificado mediante filtracién en gel. No se han dado los datos de la
pureza y el rendimiento.

La patente estadounidense n°4.749.783 revela un método en el que proteinas inactivas bioldgicamente en una
preparacién fueron eliminadas mediante cromatografia de afinidad después de un paso de inactivacion virica. La base
de la separacién entre la forma nativa y la desnaturalizada de la proteina fue la actividad bioldgica de la proteina nativa
hacia la resina de afinidad y no las diferencias fisicas entre las proteinas nativas y las desnaturalizadas.

Un sistema de fraccionamiento de plasma integrado basado en el polietilenglicol (PEG) fue revelado por Hao
et al. (Proceedings of the International Workshop on Technology for Protein Separation and Improvement of Blood
Plasma Fractionation, septiembre 7-9, 1977, Reston, Virginia). En el método publicado, el crioprecipitado de Cohn se
mezcl6 con concentraciones cada vez mayores de PEG para obtener cuatro fracciones de PEG diferentes. Las cuatro
fracciones obtenidas eran precipitado de PEG al 0-4%, precipitado de PEG al 4-10%, precipitado de PEG al 10-20% y
sobrenadante de PEG al 20%. En la fraccién de sobrenadante de PEG al 20% predominaba la albimina pero también
contenia la mayoria del IPA. Sin embargo, esta fraccion también contenia numerosas otras proteinas, incluyendo toda
la alfa-1-4cido glicoproteina, la antitrombina III, la ceruloplasmina, la haptoglobina, la transferrina, el inhibidor de
esterasa CI, la prealbtiimina, la proteina de unién de retinol, la transcortina y el angiotensinégeno.

Varios otros grupos han combinado la precipitacién de PEG con otros métodos de purificacién en un intento por
aislar el IPA. Por ejemplo, la patente estadounidense n°® 4.379.087; la n® 4.439.358; la n® 4.697.003 y la n° 4.656.254,
todas emplean un paso de precipitaciéon de PEG en procesos de aislamiento del IPA. Sin embargo, los métodos revela-
dos no intentan separar el IPA activo del no activo.

La patente japonesa n° 8-99999 revela el uso de la precipitaciéon de PEG en combinacién con un intercambiador
catiénico de SP. Los métodos descritos en ese documento no separan el IPA completamente activo del inactivo. La
actividad especifica del IPA completamente activo deberia ser de 1,88 (utilizando un coeficiente de extincién de 5,3),
pero el producto conseguido mediante este proceso solamente muestra una actividad relativa de 1,0. Ademads, el mejor
rendimiento conseguido combinando pasos de precipitaciéon de PEG e intercambio catiénico de SP fue tinicamente del
50%, y no parece que sea facilmente ampliable a un nivel de produccién comercial.

La patente estadounidense n° 5.610.285 revela un proceso de purificacion que combina sucesivos pasos de cro-
matografia de intercambio catidénico y anidénico. El paso inicial de cromatografia de intercambio aniénico une el IPA
a la columna; sin embargo, también une numerosas proteinas contaminantes, particularmente las lipoproteinas. Las
lipoproteinas son abundantes en muchos de los materiales a partir de los que se aisla el IPA (por ejemplo, la pasta IV-
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1 de Cohn), de modo que tienden a ocluir la columna. Tal oclusién requiere columnas de tamafio considerable, pasos
adicionales de filtrado/didlisis, y por lo menos dos pasos de cromatografia catiénica. Esos requisitos reducen la efi-
ciencia y viabilidad del método para procesos a gran escala. Ademds, en el proceso *285 todo el IPA, tanto la proteina
activa como la inactiva, se unen a la columna de intercambio aniénico. Cuando el IPA se eluye de esa columna de
conformidad con ese método, es decir, un tampdn de fosfato salino elevado, tanto la proteina activa como la inactiva
salen de la columna. Por consiguiente, no hay separacion de la proteina activa de la inactiva.

La patente estadounidense n° 6.093.804 revela un método que combina la eliminacién de las lipoproteinas del
material fuente, seguido por unos posteriores pasos de intercambio anidnico y catiénico, que dan por resultado un IPA
altamente purificado y altamente activo. Sin embargo, este método probd ser efectivo para la produccién a pequefia y
mediana escala del procesamiento del material fuente en una gama de unos pocos kilogramos.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la demanda de IPA excede el suministro disponible. Por consiguiente,
hay una gran necesidad de ello, y seria muy ventajoso tener un proceso para la produccion a gran escala del IPA, en
el que la calidad, refiriéndose tanto a pureza como a actividad, no esté comprometida por la cantidad. Ademds, seria
muy beneficioso tener formulaciones estables, viricamente inactivadas y listas para usar del IPA purificado.

Resumen de la invencion

La presente invencion hace referencia a un proceso para la produccién del inhibidor de proteinasa alfa-1 (IPA),
adecuado para el procesamiento de cantidades ampliadas de material fuente en la gama de al menos decenas de
kilogramos, y que produce un IPA altamente purificado y altamente activo. También hay formulaciones reveladas
compuestas del IPA purificado, en concreto formulaciones liquidas en las que el IPA es altamente estable y métodos
de uso de las mismas.

El proceso proporcionado por la presente invencién combina la eliminacién de sustancias contaminantes (es decir,
lipidos, lipoproteinas y otras proteinas) y la separacién de IPA activo del inactivo mediante pasos de cromatografia
secuencial. La presente invencion revela por primera vez un proceso que es adecuado para una produccién a gran
escala de IPA, es decir, para el procesamiento de cantidades del material fuente en la gama de decenas de kilogramos.
Cuando el material fuente obtenido es de gran calidad, es decir, el material fuente se obtiene tras una filtracion, el
proceso de la presente invencién es adecuado para el procesamiento de cantidades de material fuente en la gama de
cientos de kilogramos. Hasta la fecha, los procesos descritos para obtener IPA de gran pureza y actividad probaron
ser efectivos solamente para el procesamiento de cantidades de pequefia a mediana escala de material fuente. Tal y
como se ha revelado en la presente invencion, la produccién de IPA eficiente a gran escala se consigue empleando una
combinacién de dos métodos para la eliminacién de sustancias contaminantes a partir de una suspension inicial de
proteinas, mediante el uso de resinas de intercambio anidnico/catiénico y anidnico sucesivas con eluyentes especificos
y cumpliendo los requisitos de BPF de una produccién a gran escala. En particular los métodos de la presente invencién
emplean un nimero minimo de diferentes tampones; preparado automdtico de soluciones; uso de soluciones que se
pueden conservar bajo condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente; y en particular evitan los tampones y
reactivos propensos a las contaminaciones microbianas. El IPA purificado de conformidad con la presente invencion es
al menos del 90%, preferentemente puro al 95% (es decir, 95% peso/peso del total de la proteina) y del IPA purificado
al menos el 90% esta activo. El rendimiento del proceso a gran escala revelado es preferentemente de al menos el 50%
a partir de la pasta IV-1 de Cohn, y tipicamente de al menos el 60%.

De conformidad con ciertas realizaciones el producto final del proceso de la presente invencion es un liquido ade-
cuado para el uso directo. Esta realizacién preferida actualmente es ventajosa en comparacién con el producto final
actualmente disponible en la forma de polvo, dado que, a diferencia del polvo, el preparado liquido no requiere un seca-
do adicional y posteriores pasos de reconstitucién antes de la administracién. Ademds, el IPA de la presente invencién
es altamente estable, y sus formulaciones, incluyendo la formulacién liquida, no requieren ningin estabilizador.

De conformidad con un aspecto, la presente invencion proporciona un proceso para la produccién de IPA altamente
purificado y activo. De conformidad con una realizacion, el producto final del proceso tiene forma liquida.

De conformidad con una realizacion, la presente invencién proporciona un proceso para purificar el inhibidor de
proteinasa alfa-1 (IPA) a partir de una mezcla no purificada de proteinas que comprende lo siguiente:

a. dispersar la mezcla no purificada de proteinas que contienen IPA en un medio acuoso;

b. eliminar una porcién de proteinas y lipidos contaminantes afiadiendo a la dispersién acuosa didxido de silicio
como agente de eliminacién de lipidos y precipitando la porcién de proteinas contaminantes de dicha dispersion acuosa
afiadiendo polialquilenglicol;

c. cargar el sobrenadante que contiene IPA del paso (b) en una primera resina de intercambio aniénico con una solu-
cién tampo6n que tenga un pH y una conductividad tales que el IPA quede retenido en la primera resina de intercambio
aniénico;

d. eluir una fraccién que contenga IPA de dicha primera resina de intercambio aniénico con el mismo tipo de
tamp6n que en el paso (c) habiendo ajustado el pH y la conductividad;
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e. cargar una fraccién que contenga IPA del paso (d) en una resina de intercambio catiénico en dicho mismo tipo
de tampén teniendo un pH y conductividad adecuados tales que el IPA no quede retenido en la resina de intercambio
catidnico;

f. recoger lo que haya fluido a través del paso (e) y que contenga IPA;

g. cargar la fraccidon que contenga IPA del paso (f) en una segunda resina de intercambio ani6énico con dicho mismo
tipo de tampdn teniendo un pH y conductividad adecuados tales que el IPA se una a la segunda resina de intercambio
aniénico;

h. eluir el IPA de dicha segunda resina de intercambio anidénico con dicho mismo tipo de tamp6n habiendo ajustado
el pH y la conductividad para obtener una solucién que contenga IPA purificado y activo.

De conformidad con una realizacidn, el proceso de la presente invencién proporciona IPA purificado que contiene
al menos un 60%, preferentemente al menos un 80%, mds preferentemente al menos un 90% y lo mas preferentemente
al menos un 95% de IPA del total de la proteina, en donde al menos el 90%, preferentemente el 95% del IPA puro estd
activo.

A lo largo del proceso de la presente invencion solamente se utiliza un tipo de tampdn, con ajuste del pH y la
conductividad tal y como es requerido a lo largo de varios pasos del proceso. Tal y como se utiliza en el presente
documento, los términos “un tipo” “el mismo tipo” o “el Unico tipo” de tampon, utilizados en el presente de forma
intercambiable, hacen referencia a un tampdn con una especie de anién especifica.

De conformidad con una realizacién, el tampén es cualquier combinacién acido/sal adecuada que proporcione
una capacidad de tampdn aceptable en gamas de pH requeridas a lo largo del proceso de la presente invencién. De
conformidad con las realizaciones preferentes, el proceso utiliza un tampén que no es un tampdn con base de citrato.
De conformidad con incluso otra realizacion, el anién del tamp6n es acetato. De conformidad con otra realizacién
mads, la solucién tampdn es de acetato sédico.

De conformidad con una realizacién, el proceso de la presente invenciéon comprende ademads pasos de eliminacién
virica y/o inactivacion virica. Los métodos de eliminacién e inactivacion viricas son conocidos en la técnica.

Un método de eliminacion virica es la filtracién, preferentemente la nanofiltracion, que elimina los virus tanto en-
vueltos como no envueltos. De conformidad con una realizacién, el paso de eliminacion virica comprende la filtracion.
De conformidad con otra realizacién, el paso de eliminacidn virica se lleva a cabo tras la cromatografia de intercambio
cationico. Tipicamente, la solucién que pasa en el intercambio catiénico y que contiene IPA se concentra, y después
se somete a nanofiltracion.

De conformidad con una realizacién, el método de inactivacion virica empleado por la presente invencién com-
prende un tratamiento con disolvente/detergente (S/D). El paso de inactivacidn virica se lleva acabo preferentemente
antes de cargar la solucién en la segunda resina de intercambio aniénico. De conformidad con una realizacién, el de-
tergente utilizado es polisorbato y el disolvente es Tri-n-Butil-Fosfato (TnBP). De conformidad con otra realizacion, el
polisorbato es polisorbato 80. De conformidad con una realizacidn, el polisorbato 80 se puede afiadir desde alrededor
del 0,8% a alrededor del 1,3% de volumen por peso (v/p) de la mezcla resultante y se puede afiadir el TnBP desde
alrededor del 0,2% a alrededor del 0,4% de peso por peso de la mezcla resultante.

Cualquier mezcla de proteinas no purificada que contenga una cantidad sustancial de IPA se puede utilizar como
material de inicio para la purificacion del IPA de conformidad con el proceso de la presente invencién. De conformidad
con una realizacion, la mezcla de proteinas que contiene IPA se selecciona del plasma, particularmente de la pasta IV
de las fracciones de Cohn del plasma. De conformidad con otra realizacion, la mezcla de proteinas que contiene IPA
es la pasta IV-1 de la fraccion de Cohn.

De conformidad con algunas realizaciones de la presente invencion, la mezcla no purificada de proteinas que
comprende IPA se dispersa en agua, y el pH de la dispersién se ajusta a una gama de pH de desde alrededor de 8,0 a
alrededor de 9,5. El ajuste del pH estabiliza el IPA y potencia la disolucién del IPA en la dispersion, incrementando
de ese modo el rendimiento de la produccion.

De conformidad con la presente invencion, el agente de eliminacién de lipidos utilizado para la eliminacién de
lipidos y lipoproteinas de la suspensién de proteinas no purificada es diéxido de silicio (Aerosil™) y las proteinas
contaminantes se precipitan a partir de la suspensién con polialquilenglicol. De conformidad con una realizacién, el
polialquilenglicol es polietilenglicol. De conformidad con atin otra realizacidn, el pH de la dispersion se reduce antes
de la adicién del polialquilenglicol. De conformidad con una realizacién actualmente preferente, el pH se reduce a una
gama de pH de desde alrededor de 5,0 a alrededor de 6,5. La reduccién del pH mejora la precipitacion, y los agentes
de eliminacién de lipidos y el precipitado se eliminan de la suspension. La eliminacion del precipitado de la solucién
se puede llevar a cabo mediante varios métodos como es conocido para una persona experta en la técnica, incluyendo
centrifugacion y filtracién, especificamente filtracion con filtro prensa. El sobrenadante de este paso estd dentro de una
gama de pH adecuada para la primera cromatografia de intercambio aniénico (pH desde alrededor de 5,0 a alrededor
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de 6,5). Para preparar mds el sobrenadante para la carga en la resina de intercambio aniénico, su conductividad se
ajusta a desde alrededor de 0,5 a alrededor de 3,5 mS/cm.

De conformidad con ciertas realizaciones, la primera y segunda resina de intercambio anidnico es una resina
DEAE-Sefarosa y la resina de intercambio catiénico es una resina Carboximetil-Sefarosa. Los pasos secuenciales de
la cromatografia de conformidad con el proceso de la presente invencion se llevan a cabo con un tnico tipo de tampén
a lo largo del proceso. Sin embargo, los pasos secuenciales individuales se llevan a cabo bajo diferentes condiciones
de pH y conductividad, para proporcionar las condiciones adecuadas requeridas en cada uno de esos pasos. El ajuste
del pH y la conductividad en el tamp6n se puede llevar a cabo mediante cualquier método conveniente tal y como es
conocido para una persona experta en la técnica.

Se ha mostrado con anterioridad que la separacién del IPA activo del inactivo se puede conseguir mediante la
cromatografia de intercambio aniénico. La resina de intercambio catiénico se utiliza para purificar atin mds la fraccién
que contiene IPA de sustancias que se unen a la resina de intercambio catiénico, mientras el IPA pasa a través de la
resina. De conformidad con una realizacion, el pH de la fraccién que contiene IPA se ajusta a entre 5,3y 5,6 y la
conductividad a desde alrededor de 0,8 a alrededor de 1,1 mS/cm antes de cargar la fraccién que contiene IPA en la
resina de intercambio catiénico.

La presente invencién ademds comprende métodos para separar el IPA activo de otras sustancias contaminantes,
incluyendo compuestos de disolvente/detergente utilizados para la inactivacién virica tal y como se ha descrito an-
teriormente en el presente documento. De conformidad con una realizacidn, esta separacién se consigue de forma
ventajosa mediante la segunda cromatografia de intercambio aniénico. De conformidad con una realizacién, antes de
cargar en la segunda resina de intercambio aniénico el pH de la fraccién que contiene IPA se ajusta a desde alrededor
de 6,0 a alrededor de 8,0 y la conductividad a desde alrededor de 2,0 a alrededor de 4,0 mS/cm.

De conformidad con otra realizacidn, el proceso de la presente invencion ademds comprende los pasos de cambiar
la composicién idnica de la solucién que contiene IPA purificado y activo para que contenga un i6n fisiolégicamente
compatible y de esterilizar la solucidn resultante para producir un preparado farmacéutico fluido.

De conformidad con una realizacion, la solucién que contiene el IPA activo purificado se concentra antes del
intercambio i6nico. De conformidad con otra realizacién, el i6n fisiolégicamente compatible se selecciona del grupo
que estd compuesto de i6n fosfato, i6n cloruro y combinaciones de los mismos. Tipicamente, el pH del preparado
farmacéutico es de alrededor del 7,0. De conformidad con atn otra realizacién, el concentrado de proteinas de la
solucién que contiene el IPA activo purificado se ajusta a la gama de 20-40 mg/ml antes de la esterilizacion.

También se ha revelado un preparado farmacéutico que comprende un IPA activo purificado producido mediante
el proceso de la presente invencion. Se ha revelado ademds un preparado farmacéutico que comprende IPA activo pu-
rificado en forma de solucidn estéril lista para usar. Esta solucién se puede utilizar a efectos terapéuticos, diagndsticos
o de reactivos.

El preparado farmacéutico fluido puede comprender al menos el 90%, preferentemente el 95%, mds preferente-
mente el 99% de IPA del total de las proteinas. Al menos el 90% del IPA puede estar en su forma activa. Tipicamente,
el preparado farmacéutico contiene desde alrededor del 1% a alrededor del 3% de IPA, preferentemente alrededor del
2% de TPA.

El preparado farmacéutico fluido puede carecer de un agente estabilizador.

Tal y como se utiliza en el presente, el término “agente estabilizador’ hace referencia a un compuesto que estabiliza
el ingrediente activo (aqui el IPA) dentro del preparado farmacéutico. “Estabilizacién” hace referencia al proceso de
prevencion de la pérdida de actividad especifica y/o cambios en la estructura secundaria de las glicoproteinas nativas.
Tipicamente, tales estabilizadores incluyen albliimina, sacarosa y manitol.

El IPA en el preparado farmacéutico fluido puede estar estable durante al menos 3 meses, preferentemente 4 meses,
mads preferentemente 6 meses cuando el preparado farmacéutico se almacena en una gama de temperaturas de entre
20°Cy 25°C.

El IPA en el preparado farmacéutico fluido estd estable durante al menos 12 meses, preferentemente 24 meses, mas
preferentemente 36 meses, cuando el preparado farmacéutico se almacena en una gama de temperaturas de entre 2°C
y 8°C.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término “estable” hace referencia a la actividad del IPA al final
del periodo de almacenamiento que es de al menos el 90%, preferentemente el 95%, mas preferentemente el 100% de
la actividad inicial del IPA.

También se ha revelado una composicién farmacéutica que comprende como un ingrediente activo una cantidad
terapéuticamente efectiva de IPA producida mediante el proceso de la presente invencién, y comprende ademdas un
vehiculo, diluyente o excipiente aceptable farmacéuticamente.
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La composicion farmacéutica puede comprender al menos el 90%, preferentemente el 95%, mds preferentemente
el 99% de IPA del total de las proteinas. Al menos el 90% del IPA puede estar en su forma activa.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar formuladas de una manera convencional utilizando uno o maés
vehiculos fisiolégicamente aceptables, que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparados que se
pueden utilizar farmacéuticamente. La formulacién adecuada depende de la ruta de administracion elegida.

El IPA producido mediante el proceso de la presente invencién puede estar formulado de la forma seleccionada del
grupo que estd compuesto de una solucién acuosa y un polvo. La composicion farmacéutica también puede carecer de
un estabilizador.

Para poder inyectarlo, los compuestos de la invencion se pueden formular en soluciones acuosas, preferentemente
en tampones fisioldgicamente compatibles tales como por ejemplo la solucién de Hank, la solucién de Ringer o el
tamp6n salino fisiolégico.

Para la administraciéon mediante inhalacidn, el IPA fluido producido de conformidad con el proceso de la presente
invencién se administra convenientemente en forma de un espray de aerosol, a partir de un nebulizador o un envase a
presion. El espray de aerosol tipicamente se prepara con un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol a presién, la unidad
de dosificacion se puede determinar proporcionando un aparato que comprende una valvula para administrar una
cantidad regulada. De forma alternativa, la forma de polvo liofilizado del IPA producido mediante el proceso de la
presente invencién se puede mezclar con una base en polvo adecuada tal como por ejemplo lactosa o almidén para
formar cédpsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador.

El preparado farmacéutico fluido se puede utilizar preferentemente para formar un espray de aerosol para la inha-
lacién.

El IPA producido de conformidad con el proceso de la presente invencion se puede utilizar para tratar una enferme-
dad o afeccidn seleccionadas de un grupo que estd compuesto de enfisema pulmonar, afeccién pulmonar obstructiva
cronica, enfermedades y afecciones pulmonares asociadas con la fibrosis quistica, soriasis y dermatitis atdpica.

La cantidad terapéuticamente efectiva de IPA se puede administrar de forma intravenosa o mediante inhalacion.

La presente invencion viene explicada con mayor detalle en la descripcidn, figuras y las reivindicaciones que siguen
a continuacion.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 describe el perfil proteinico en un gel con gradiente de Tris-Glicina nativo durante el proceso de produc-
cion de IPA. Fig. 1 A: Gel tefiido de azul de Coomassie. Fig. 1B: Gel tefiido de Ponceau-S. Fig. IC: Inmunotransferencia
con anticuerpos conjugados HRP anti-IPA de cabra. Las rutas de los geles son las siguientes: 1, 2 Producto farmacéu-
tico final; 3, 4 - Norma del IPA interna; 5 - Albimina; 6 - Transferrina; Anti-D (IgG); 8, 9, 10 - Fraccién polimérica
del IPA.

La Fig. 2 describe el perfil proteinico en un SDS-PAGE con gradiente del 4%-12% durante el proceso de produc-
cion del IPA. Fig. 2A: Gel tefiido de azul de Coomassie. Fig. 2B: Gel teflido de Ponceau-S. Fig. 2C: Inmunotransfe-
rencia con anticuerpos conjugados HRP anti-IPA de cabra. Las rutas de los geles son las siguientes: 1 - Tamp6n de
muestra; 2, 3 - Dispersion antes de la adicién de Aerosil; 4, 5: Dispersion antes de la adicién de PEG; 6, 7: Eluido
tras la primera cromatografia de intercambio anidnico; 8, 9: Filtrado tras la cromatograffa de intercambio catiénico;
10: Eluido tras la segunda cromatografia de intercambio aniénico; 11: Producto final del proceso (sustancia farma-
céutica); 12, 13: IPA formulado (producto farmacéutico); 14, 15 - Normas de peso molecular internas y comerciales,
respectivamente.

La Fig. 3 muestra espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (Fig. 3A) y cercano (Fig. 3B) de los
lotes de IPA 6112006, 6113010, 6123010 y la norma de referencia primaria de IPA.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un proceso para la produccién del inhibidor de proteinasa alfa-1 (IPA) estable,
activo y altamente puro en una produccién a gran escala. Una ventaja particular del proceso proporcionado por la
presente invencion es su eficacia en el procesamiento del material fuente en la gama de decenas a cientos de kilo-
gramos, sin comprometer la pureza y actividad del producto IPA, siendo al menos un 90% puro, del que al menos el
90% es activo. La cantidad de material fuente que se puede procesar de conformidad con lo que ensefia la presente
invencién dependi6 de la calidad del material fuente (se pueden procesar mayores cantidades cuando el material se
filtra). Ademds, mediante el proceso de la presente invencién, se podria obtener un producto liquido listo para usar,
que comprenda un IPA altamente estable.
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Definiciones

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término “inhibidor de proteinasa alfa-1" (IPA) hace referencia
a una glicoproteina producida por el higado y segregada al sistema circulatorio. El IPA pertenece a la familia del
inhibidor de serina proteinasa (serpina) de los inhibidores proteoliticos. Esta glicoproteina de MW de 50.600 Da esta
compuesta de una dnica cadena polipeptidica que contiene un residuo de cisteina y el 12-13% de carbohidratos del
peso molecular total del IPA tiene tres sitios de N-glicosilacién en los residuos de asparagina 46, 83 y 247, que estdn
ocupados por mezclas de glicanos complejos biantenarios y triantenarios. Esto da lugar a miiltiples isoformas del IPA,
teniendo el punto isoeléctrico en la gama de 4,0 a 5,0. Los monosacéridos del glicano incluyen N-acetilglucosamina,
manosa, galactosa, fucosa y acido sélico. El IPA sirve como un pseudosustrato para la elastasa; la elastasa ataca el lazo
reactivo central de la molécula de IPA deshaciendo la unidn entre los residuos de metioninassg - serinassy para formar
un complejo de IPA-elastasa. Este complejo es rdpidamente eliminado de la circulacién sanguinea. También se hace
referencia al IPA como “alfa-1 antitripsina” (AAT). El término “glicoproteina” tal y como se utiliza en el presente
documento hace referencia a una proteina o péptido ligado de forma covalente a un carbohidrato. El carbohidrato
puede ser monomérico o estar compuesto de oligosacdridos.

El término “fibrosis quistica” hace referencia a una afeccion recesiva autosémica heredada causada por mutaciones
en la codificacién de los genes del canal CI- del regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(RTFQ).

El término “enfisema” hace referencia a una condicién en la que hay un disminucién en la funcién respiratoria y a
menudo dificultad al respirar debido a una dilatacién excesiva de los alvéolos en los pulmones resultado de los dafios
hechos a las paredes de los alvéolos por la elastasa neutrdfila destructiva.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término “preparado farmacéutico que contiene IPA” o “prepa-
rado farmacéutico fluido” hace referencia a la composicién de la solucién que contiene el IPA purificado tal y como
se obtiene al final del proceso de la presente invencién. El término “composicién farmacéutica” hace referencia al
preparado farmacéutico anteriormente mencionado, que comprende ademds excipientes, diluyentes o vehiculos. El
“preparado farmacéutico” de conformidad con la presente invencion estd siempre en forma de liquido; la composicién
farmacéutica puede estar en cualquier forma de administracién adecuada, como es conocido en la técnica.

De conformidad con una realizacidn, la presente invencién proporciona un proceso para purificar el IPA de una
mezcla no purificada de proteinas que comprende lo siguiente:

a. dispersar la mezcla no purificada de proteinas que contienen IPA en un medio acuoso;

b. eliminar una porcién de proteinas y lipidos contaminantes afiadiendo a la dispersion acuosa didéxido de silicio
como agente de eliminacién de lipidos y precipitando la porcién de proteinas contaminantes de dicha dispersion acuosa
afladiendo polialquilenglicol;

c. cargar el sobrenadante que contiene IPA del paso (b) en una primera resina de intercambio aniénico con una
solucién tamp6n que tenga un pH y conductividad tales que el IPA quede retenido en la primera resina de intercambio
aniénico;

d. eluir una fraccién que contenga IPA de dicha primera resina de intercambio aniénico con el mismo tipo de
tamp6n que en el paso (c) habiendo ajustado el pH y la conductividad;

e. cargar una fraccién que contenga IPA del paso (d) en una resina de intercambio catiénico en dicho mismo tipo
de tampén teniendo un pH y conductividad adecuados tales que el IPA no quede retenido en la resina de intercambio
catidnico;

f. recoger lo que haya fluido a través del paso (e) y que contenga IPA;

g. cargar la fraccidn que contenga IPA del paso (f) en una segunda resina de intercambio aniénico con dicho mismo
tipo de tampén teniendo un pH y conductividad adecuados tales que el IPA se una a la segunda resina de intercambio
anidnico;

h. eluir el IPA de dicha segunda resina de intercambio aniénico con dicho mismo tipo de tamp6n habiendo ajustado
el pH y la conductividad para obtener una solucién que contenga IPA purificado y activo.

Este proceso proporciona fracciones de IPA de al menos alrededor del 90% de IPA de las proteinas totales; a
menudo proporcionando fracciones de mas de alrededor del 95% de IPA puro; y puede conseguir fracciones del 99%
de IPA puro. Del IPA, por lo menos el 90% es activo. Por lo menos se consigue también el 95% de IPA activo. La
actividad del TPA se mide mediante inhibicion de tripsina tal y como se ilustra a continuacién en el presente.

Se ha revelado anteriormente que la cromatografia de intercambio aniénico es la etapa principal en la que el IPA
activo se separa del IPA inactivo, (patente estadounidense n° 6.093.804). Sin embargo, el método descrito en dicha
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patente estadounidense, ajustada a una produccién de pequefia a mini escala, utiliza varios tipos de tampén para
conseguir tal separacion (cargar el intercambio anidénico con tampdn que no sea de citrato y eluyendo una fraccién
que contenga IPA con tampdn con base de citrato). La presente invencién proporciona un proceso que cumple los
requisitos de la produccién a gran escala, siendo uno de ellos el uso de un nimero minimo de diferentes soluciones. La
presente invencion por consiguiente revela el uso de un tamp6n de un solo tipo en todos los pasos de la cromatografia,
a la vez que se ajusta el pH y la conductividad del tampdn tal y como se requiere a lo largo de varios pasos del
proceso.

De conformidad con una realizacidn, el tampdn es cualquier combinacion dcido/sal adecuada que proporcione
capacidad de tamp6n aceptable en gamas de pH requeridas a lo largo del proceso de la presente invencién. De con-
formidad con las realizaciones preferentes, el proceso utiliza un tampén que no sea el tampdén con base de citrato.
De conformidad con una realizacién, el tampdn anidnico es acetato. De conformidad con otra realizacién, la solucién
tampodn es acetato sédico.

La esterilidad de los preparados de la presente invencion es de gran importancia, dado que el producto deberia ser
administrado a los humanos a efectos terapéuticos, en particular por administracion intravenosa o mediante inhalacién.
Aunque el material fuente de plasma se examina en busca de la presencia de virus contaminantes, y se hace un gran
esfuerzo para excluir las fracciones de donantes contaminadas, hay necesidad de asegurar ain mas que el producto
final del proceso esté libre de cualquier virus.

De conformidad con una realizacion, el proceso de la presente invenciéon comprende ademads pasos de eliminacién
virica y/o de inactivacién virica. La reduccién virica se puede conseguir mediante varios procesos, incluyendo la
nanofiltracién; el tratamiento con disolvente/detergente; la inactivacién de yodo, por ejemplo, el tratamiento con un
material matricial de intercambio i6nico yodado tal como el SEPHADEX™ yodado (tal y como ha sido revelado en
las aplicaciones PCT WO 97/48422 y WO 97/48482); el tratamiento con compuestos inactivadores de patégenos; la
inactivacion térmica; la irradiacién gamma: o cualquier otro proceso virucida adecuado.

Los virus revestidos de lipidos son inactivados de forma efectiva mediante tratamiento con detergentes y disolven-
tes biocompatibles no iénicos. Los métodos para la inactivacién de los virus mediante las aplicaciones de detergente-
disolvente se describen, por ejemplo, en EP 0131740. Sin embargo, los virus no revestidos de lipidos no se pueden
inactivar mediante los tratamientos con disolvente-detergente, por consiguiente, se tienen que utilizar otras metodolo-
gias de inactivacion para su inactivacion, incluyendo la eliminacién mediante medios fisicos, por ejemplo, la filtracién
del preparado a través de orificios de filtrado muy pequefios para eliminar los virus por exclusién por tamafio (nano-
filtracion).

De conformidad con una realizacion, el paso de eliminacién virica comprende la filtracion. Tanto los virus reves-
tidos como los no revestidos se eliminan mediante filtracion, preferentemente mediante nanofiltracién, o cualesquiera
otros métodos de filtracién conocidos en la técnica. De conformidad con una realizacién, un paso de eliminacién vi-
rica se lleva a cabo tras la cromatograffa de intercambio catiénico. De conformidad con una realizacién, la solucién
de intercambio catiénico que fluye a través y contiene IPA puede concentrarse mediante ultrafiltracién. Antes de la
nanofiltracién, el pH del retentado concentrado se puede ajustar a desde alrededor de 6,8 hasta alrededor de 7,7 y su
conductividad a desde alrededor de 2,5 a alrededor de 3,5 mS/cm. El filtrado (“nanofiltrado”) se recoge para el paso
posterior de la inactivacién virica.

De conformidad con una realizacién, el método de inactivacion virica empleado por la presente invencién com-
prende un tratamiento con disolvente/detergente (S/D). Este paso se lleva a cabo preferentemente antes de cargar la
solucién en la segunda resina de intercambio aniénico. De conformidad con una realizacion, el detergente utilizado
es un detergente no iénico tal como por ejemplo el polisorbato y el disolvente es TnBP. De conformidad con otra
realizacion, el polisorbato es polisorbato 80. De conformidad con una realizacion, el polisorbato 80 se puede afiadir a
desde alrededor del 0,8% a alrededor del 1,3% peso por peso de la mezcla resultante y el TnBP desde alrededor del
0,2% a alrededor del 0,4% peso por peso de la mezcla resultante. De conformidad con una realizacidn, la inactivacién
virica con S/D se lleva acabo en una gama de pH de entre alrededor de 0,6 y 9,0 y una gama de conductividad de entre
alrededor de 2,0 y 4,0 mS/cm.

La mezcla no purificada de proteinas de la que se recoge el IPA es preferentemente la pasta IV-1 de la fraccién
de Cohn, pero puede incluir otras fracciones de Cohn, por separado o en combinacién, plasma sanguineo humano,
fracciones de plasma, o cualquier preparado de proteinas que contenga IPA. Por ejemplo, el presente proceso es
aplicable a la purificacién del IPA humano recombinante de la leche de animales transgénicos. (Cuando la leche se
puede utilizar como material de inicio, se emplea primero un paso de precipitacién de sulfato de amonio o cloruro
sddico para separar el IPA de las caseinas, y el precipitado se pasa a través del presente proceso de purificacién). De
conformidad con una realizacidn, la mezcla de proteinas no purificada que comprende IPA se dispersa en un medio
acuoso, preferentemente agua, en una proporcion de entre alrededor de 20 a alrededor de 35 litros por alrededor de
1 kg de material fuente, especificamente la pasta IV-1 de la fraccién de Cohn. El pH de la dispersion se ajusta a una
gama de pH de desde alrededor de 8,0 a alrededor de 9,5. El ajuste del pH estabiliza el IPA y potencia la disolucién
del TPA en la dispersién, incrementando de ese modo el rendimiento de la produccién. La dispersion puede tener lugar
a una temperatura elevada, para un incremento mayor en la solubilidad del IPA. De conformidad con una realizacion,
la dispersion se lleva a cabo, o la solucidn se calienta a una temperatura de entre 35°C y 40°C.
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Una ventaja particular de la presente invencion es la facil eliminacién de los contaminantes o productos secundarios
que de otra manera comprometen la eficiencia de los procesos de purificacion del IPA. En particular, los preparados
de la pasta IV-1 de la fraccién de Cohn contienen una cantidad significativa de la lipoproteina Apo A-1, que tiene el
efecto de inhibir la capacidad y flujo de la columna durante la purificacion. Otras proteinas no deseadas tales como
por ejemplo la albimina y la transferrina también estdn presentes en el preparado de la pasta. La eliminacion de
una porcion de tales contaminantes se lleva a cabo de conformidad con la presente invencién mediante dos pasos
secuenciales: (a) eliminar las lipoproteinas y lipidos contaminantes mediante un agente de eliminacién de lipidos y (b)
precipitar una porcién de proteina contaminante de la dispersion acuosa que contiene IPA.

De conformidad con la presente invencion, el agente de eliminacién de lipidos es didxido de silicio (Aerosil™). El
Aerosil™ se afiade en una proporcién de 1:10 a 1:14 de Aerosil™: Kg de la pasta IV-1. Este paso se lleva a cabo con un
pH alto de alrededor de 9,0, y la mezcla resultante es agitada durante alrededor de 60-120 minutos a una temperatura
de entre 35°C y 40°C. De conformidad con la presente invencién, el polialquilenglicol se utiliza para precipitar la
porcién de proteinas contaminantes, por ejemplo el polietilenglicol (PEG) o el polipropilenglicol (PPG). Se pueden
utilizar otros alcoholes que aquellos expertos en la técnica saben que tienen propiedades similares. De conformidad
con una realizacién, se utiliza el polietilenglicol. De conformidad con atin otra realizacién, el PEG utilizado en el
proceso de la presente invencién posee un peso molecular de entre 2.000 y 10.000 KDa, preferentemente posee un
peso molecular de entre 3.500 y 4.500 KDa. El PEG afadido a la solucién es de al menos alrededor del 2% del peso
por volumen de la mezcla formada. De conformidad con una realizacién, el PEG afiadido es de alrededor del 3% al
15% del peso por volumen de la mezcla formada. De conformidad con otra realizacion, el PEG se afiade con entre un
10 al 12% de peso por volumen de la mezcla resultante. Antes de la adicion del polialquilenglicol, la temperatura de
la mezcla se ajusta a temperatura ambiente (a la gama de desde alrededor de 20°C a 25°C) y el pH de la dispersion se
reduce. La reduccién del pH mejora la precipitacion y el sobrenadante de este paso estd en una gama de pH adecuada
para la primera cromatografia de intercambio aniénico. De conformidad con una realizacién, el pH se reduce a una
gama de pH de desde alrededor de 5,0 a alrededor de 6,5 mediante la adicién de, por ejemplo, 4cido acético. Ademads,
una sal como el cloruro sédico o alguna parecida se puede afiadir a la mezcla acuosa en una cantidad suficiente para
conseguir una conductividad de desde alrededor de 0,5 a alrededor de 3,5, para preparar atin mas el sobrenadante para
la carga en la resina de intercambio anidnico. La eliminacién de las proteinas contaminantes, sin la pérdida del IPA,
permite una reduccion significativa en la escala del equipo, por ejemplo, el tamafio de la columna.

Todos los pasos anteriormente descritos para eliminar las sustancias contaminantes se llevan a cabo en un conte-
nedor, lo que es altamente ventajoso para un proceso de produccidn a gran escala comercial.

El precipitado que se forma se puede separar mediante medios convencionales tales corno por ejemplo la centri-
fugacion o la filtracion, y después se desecha. El sobrenadante estd listo para una purificacién adicional tal y como se
describe en el presente documento a continuacién. El sobrenadante anteriormente descrito se carga en una resina de
intercambio anidnico. Se pueden utilizar varios tipos de resinas de intercambio anidnico, incluyendo DEAE-Sepha-
dex, QAE-Sephadex, DEAE-Sefacel, DEAE-celulosa, DEAE-Sefarosa y resinas parecidas. De conformidad con una
realizacion, la resina de intercambio aniénico es DEAE-Sefarosa. Se pueden utilizar una variedad de condiciones en
este paso en particular. Para los mejores resultados, el medio de intercambio aniénico se coloca en una columna de
cromatografia y el IPA se eluye de alli. De conformidad con una realizacion, la resina de intercambio anidnico se
equilibra primero con aplicacién de tampén a lo largo de los pasos, comenzando con una solucién que tiene un pH de
alrededor de 3,5-4,5 y una conductividad de desde alrededor de 8,0 a 12,0 mS/cm, y después con una solucién de pH
de alrededor de 5,5-6,5 y una conductividad de desde alrededor de 2,5 a alrededor de 3,5 mS/cm. Después de que se
equilibra la resina, el sobrenadante anteriormente descrito se carga en la primera resina de intercambio aniénico. Estas
condiciones de pH y conductividad permiten la retencién del IPA en la columna, mientras el medio de intercambio
anidnico se lava. La conductividad del tamp6n de lavado (con un pH de alrededor de 5,5-6,5) se incrementa desde al-
rededor de 1,8-2,4 a alrededor de 2,5-5,0 durante el lavado. Este incremento proporciona unas condiciones adecuadas
de manera que la columna se carga hasta su plena capacidad, y atin asi no se desecha nada de IPA en el paso del flujo,
para dar un rendimiento maximo del IPA.

El TIPA se eluye entonces de la columna. De conformidad con una realizacién, la elucién se lleva a cabo con un
solucién tampén que tiene un pH de alrededor de 5,5 a 6,5 y una conductividad de desde alrededor de 9,0 a alrededor
de 11 mS/cm.

Siguiendo la separacién de una solucién que contiene IPA de una resina de intercambio i6nico, la solucién se trata
para reducir su contenido de agua y cambiar la composicién iénica mediante medios convencionales tales como por
ejemplo mediante diafiltracion, ultrafiltracidn, liofilizacién, etc., o combinaciones de las mismas.

De conformidad con una realizacién, el efluente que contiene IPA obtenido tras la primera cromatografia de in-
tercambio anidnico se concentra mediante ultrafiltracién. El retentato es entonces diafiltrado contra agua pura para
alcanzar la conductividad dentro de la gama de desde alrededor de 3,5 a alrededor de 4,5 mS/cm.

Para purificar mas atin la solucién que contiene IPA obtenida tras la primera cromatografia de intercambio anidnico,
la solucidn se carga en una resina de intercambio catiénico con el mismo tipo de tamp6n utilizado para el paso de
intercambio aniénico, teniendo un pH y una conductividad apropiados de manera que permitan que el IPA pase y sea
lavado con el flujo que pasa del tampén, a la vez que las sustancias contaminantes quedan retenidas en la resina de
intercambio catidnico.
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De conformidad con una realizacion, la resina de intercambio catidnico es resina de carboximetil-sefarosa, coloca-
da en una columna de cromatografia. La resina de intercambio catidénico es equilibrada en primer lugar con aplicacio-
nes de tampo6n a lo largo de los pasos, comenzando con una solucién de pH de alrededor de 3,5-4,5 y una conductividad
de desde alrededor de 8,0 a 12,0 mS/cm, y después con una solucién de pH de alrededor de 5,5-6,5 y una conducti-
vidad de desde alrededor de 0,8 a alrededor de 1,1 mS/cm. La fraccién que contiene IPA se carga en la columna con
el mismo tampén que en el segundo paso de equilibrado (pH de alrededor de 5,5 - 6,5 y una conductividad de desde
alrededor de 0,8 a alrededor de 1,1 mS/cm) y se recoge el flujo que pasa.

De nuevo, tal y como se ha revelado anteriormente en el presente documento, la solucién que contiene IPA obtenida
tras la cromatografia de intercambio catidnico se puede tratar para reducir su contenido de agua. De conformidad con
una realizacidn, la solucion se concentra mediante ultrafiltracion.

Tal y como se ha revelado anteriormente en el presente documento, la cromatografia de intercambio anidnico se
utiliza principalmente para separar IPA activo de IPA inactivo. La presente invencién ademds comprende métodos para
separar IPA activo de otras sustancias contaminantes, incluyendo compuestos con disolvente/detergente utilizados para
la inactivacién virica tal y como se ha descrito anteriormente en el presente.

De conformidad con una realizacion, tal separacién se consigue mediante la segunda cromatografia de intercambio
aniénico. La presente invencion muestra que de forma ventajosa, las sustancias contaminantes, particularmente los
disolventes y detergentes no i6nicos comunmente utilizados para la inactivacion virica, no quedan retenidas en la
resina de intercambio aniénico de DEAE-Sefarosa bajo las condiciones de la presente invencién tal y como se detalla
en el presente a continuacién. El IPA eluido del segundo paso de cromatografia de intercambio aniénico es por lo
tanto no solamente altamente activo, sino también altamente puro. La resina de intercambio anidnico es equilibrada en
primer lugar con aplicacién de tampén a lo largo de los pasos, comenzando con una solucién de pH de alrededor de
3,5-4,5 y una conductividad de desde alrededor de 8,0 a 12,0 mS/cm, y después con una solucién de pH de alrededor
de 5,5-6,5 y una conductividad de desde alrededor de 2,5 a alrededor de 3,5 mS/cm. Seguidamente, la fraccién que
contiene IPA, tipicamente, tras un tratamiento de inactivacion virica, se carga en la segunda resina de intercambio
aniénico. En esta etapa, el pH del tamp6n de carga puede ser elevado, y el lavado se puede llevar a cabo en un solo
paso, dado que la solucién ya estd purificada de la mayorfa de proteinas contaminantes. De conformidad con una
realizacion, el pH del tampén de carga es de desde alrededor de 6,0 a alrededor de 8,0 y la conductividad de desde
alrededor de 2,0 a alrededor de 4,0 mS/cm. El pH del tampdn de lavado es de alrededor de 5,5-6,5, y la conductividad
de alrededor de 2,5-3,5 mS/cm.

El TIPA es entonces eluido de la columna. De conformidad con una realizacidn, la elucion se lleva acabo con una
solucién tampdn con un pH de alrededor de 5,5 a 6,5 y una conductividad de desde alrededor de 11 a alrededor de 13
mS/cm.

La solucién que contiene IPA activo y purificado obtenida tras la segunda cromatografia de intercambio aniénico
puede ser procesada de forma adicional para obtener un preparado farmacéutico para usos terapéuticos, diagndsticos
o de otro tipo. Para preparar el producto para la administracion terapéutica, el proceso de la presente invencién com-
prende ademds los pasos de cambiar la composicidn idnica de la solucién que contiene IPA activo y purificado para
que contenga un i6n fisiolégicamente compatible y esterilizar la solucién resultante. Las sustancias fisiolégicamente
compatibles utilizadas en la practica de la presente invencidn son, por ejemplo, cloruro sédico, fosfato sédico y glicina,
teniendo un pH protegido compatible con las condiciones fisioldgicas.

De conformidad con una realizacién, la composicién i6énica de la solucidn que contiene IPA activo y purificado se
cambia para contener el i6n de fosfato fisiolégicamente compatible mediante diafiltracién contra el tampdn de fosfato
sddico, con un pH fisiolégico de alrededor de 7,0. La solucién resultante se concentra entonces y se esteriliza con filtro
para obtener un preparado farmacéutico fluido adecuado para la administracion terapéutica.

También se ha revelado un preparado farmacéutico fluido que comprende un IPA activo purificado producido
mediante el proceso de la presente invencidn. Esta solucién se puede utilizar a efectos terapéuticos, diagndsticos o de
reactivos.

El preparado farmacéutico fluido puede comprender al menos un 90%, preferentemente un 95%, mas preferente-
mente un 99% de IPA del total de las proteinas. Al menos el 90% del IPA puede estar en su forma activa.

El preparado farmacéutico que contiene IPA es altamente puro. Comparado con otros productos homologados
derivados del plasma, la solucién con IPA obtenida mediante los métodos de la presente invencién contiene una can-
tidad reducida de impurezas. Las composiciones de IPA conocidas hasta la fecha incluyen al menos un estabilizador
de proteinas, incluyendo albiimina, sacarosa y manitol. Ahora se ha revelado un preparado de IPA que carece de un
estabilizador de proteinas, y atin asi es muy estable, tal y como queda ilustrado a continuacion en el presente do-
cumento. Esta pureza permite prescribir el preparado farmacéutico de IPA a cualquier persona que tenga necesidad
del mismo. Por ejemplo, no se permite la prescripcion del preparado con IPA que contiene sacarosa como un esta-
bilizador de proteinas a los pacientes diabéticos; se sabe que el manitol causa alergias a un cierto porcentaje de la
poblacion, y por consiguiente administrar un medicamento que contenga manitol a una persona puede causar una
reaccion anafilactica. Los estabilizadores de proteinas, especificamente los estabilizadores de proteinas derivados de
fuentes humanas tales como por ejemplo la albiimina no son aconsejables en el preparado farmacéutico con IPA, dado
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que tales proteinas por si mismas deberian ser sometidas a procesos de purificacidn, y el producto final puede contener
mads impurezas.

El IPA purificado obtenido mediante el proceso de la presente invencidn es altamente estable. El IPA en el prepa-
rado farmacéutico fluido puede ser estable durante al menos 3 meses, preferentemente 4 meses, mds preferentemente
6 meses cuando el preparado farmacéutico se almacena en una gama de temperaturas de entre 20°C y 25°C.

El IPA en el preparado farmacéutico fluido puede ser estable durante al menos 12 meses, preferentemente 24
meses, mds preferentemente 36 meses, cuando el preparado farmacéutico se almacena en una gama de temperaturas
de entre 2°C y 8°C.

La solucién que contiene IPA esterilizada con filtro se puede utilizar directamente, y también se puede incorporar
a la composicién farmacéutica que se puede utilizar a efectos terapéuticos. El término “composicion farmacéutica”
pretende que incluya en el presente documento en un sentido mas amplio preparados que contengan una composicién
de proteinas de conformidad con esta invencién utilizada no solamente a efectos terapéuticos, sino también a efectos
de diagndstico o reactivo tal y como es conocido en la técnica o para el cultivo de tejidos. La composicién farmacéu-
tica prevista para uso terapéutico deberia contener una cantidad terapéutica de IPA, es decir, esa cantidad necesaria
para medidas sanitarias curativas o preventivas. Si el preparado farmacéutico se debe emplear como un reactivo o
diagnéstico, entonces deberia contener cantidades de diagndstico o reactivo del IPA.

También se ha revelado una composicién farmacéutica que comprende como un ingrediente activo una cantidad
efectiva terapéuticamente de IPA producida mediante el proceso de la presente invencién, ademds comprende un
excipiente, diluyente o vehiculo aceptable farmacéuticamente.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término “cantidad efectiva terapéuticamente” hace referencia a
una cantidad de una proteina o composicién o formulacién de proteinas que es efectiva para tratar una condicién en
un organismo vivo a quien se le administre a lo largo de un periodo de tiempo.

La composicién farmacéutica puede comprender al menos el 90%, preferentemente el 95%, mds preferentemente
el 99% de IPA del total de las proteinas. Al menos el 90% del IPA puede estar en su forma activa.

Las composiciones farmacéuticas se pueden fabricar mediante procesos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
mediante procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulado, triturado, pulverizado, fabricacién de grageas,
levigacion, emulsidn, encapsulacion, de atrapar y liofilizacion.

La composicién farmacéutica por consiguiente puede ser formulada de una manera convencional utilizando uno
o mas diluyentes o vehiculos aceptables que comprenden excipientes y auxiliares, lo que facilita el procesamiento de
los compuestos activos en preparados, lo que se puede utilizar farmacéuticamente. La formulacién adecuada depende
de la ruta de administracion elegida.

Las composiciones o formulaciones de IPA pueden ser apropiadas para una variedad de modos de administracion.

Estos pueden incluir administracién oral, parenteral, subcutdnea, intravenosa, pulmonar, intralesional, o tépica. Las
composiciones farmacéuticas se pueden administrar parenteralmente y mediante inhalacién.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral se pueden formular para inyecciones intraveno-
sas, infusién intravenosa, depdsitos o inyecciones subcutdneas, intramusculares, intralesionales e intradermales. El
preparado farmacéutico que contiene IPA producido mediante el proceso de la presente invencion es ventajoso sobre
el preparado que contiene IPA conocido hasta ahora, ya que el IPA es altamente estable también cuando el preparado
se conserva de una forma liquida. Por consiguiente, no es necesario liofilizar el preparado con IPA para un almace-
namiento estable en forma de un polvo. Posteriormente, no hay necesidad de restablecer el polvo a liquido antes de
usarlo para la administracién parenteral.

Tal y como se ha descrito anteriormente en el presente documento, el IPA se utiliza para el tratamiento de las
enfermedades pulmonares. El IPA administrado de forma intravenosa afecta a dichas enfermedades pulmonares espar-
ciéndose en el pulmén y neutralizando la elastasa y otras proteasas. Examinando muestras de lavado broncoalveolar
(LBA) se ha mostrado que el IPA ex6geno, administrado de forma intravenosa y esparcido en los pulmones provoco
que los niveles de IPA pulmonares se multiplicaran por mas de 3, y que la actividad anti-elastasa se duplicara 6 dias
después de la infusién de IPA (Wewers et al., Am. Rev. Respir. Dis. 135:539-43, 1987). Sin embargo, cuando se ad-
ministra de forma intravenosa la mayoria del IPA nunca llega al pulmén. Se ha calculado que solamente el 2% de la
dosis administrada de forma intravenosa llega al pulmén (Hubbard & Crystal, Lung (Suppl): 565-578, 1990).

Por consiguiente, la administracién de IPA mediante la ruta de la inhalacién puede ser mds beneficioso dado que
alcanza directamente el tracto respiratorio inferior. Esta ruta deberia requerir menos dosis terapéuticas de IPA y por
tanto el escaso suministro de IPA derivado de plasma humano estaria disponible para el tratamiento de mds pacientes.
Esta ruta de administracién puede ser también mds efectiva a la hora de neutralizar la elastasa neutréfila. Ademds,
la administracién mediante inhalacién es mds sencilla y menos estresante para el paciente que la ruta intravenosa y
reduciria la carga sobre el sistema de asistencia sanitaria local (al requerir menos admisiones clinicas).
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Las formulaciones de composiciones farmacéuticas para la administraciéon mediante la ruta de la inhalacién son
conocidas en la técnica. En general, para la administracion mediante inhalacidn, los ingredientes activos se administran
en forma de un espray de aerosol desde un envase a presiéon o un nebulizador con la utilizacién de un propelente
adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono.
Las condiciones de utilizacién para la administracién de una dosis de inhalacién adecuada variardn de conformidad
con el tipo de dispositivo mecdnico empleado. Para algunos sistemas de administracién con aerosol, tales como por
ejemplo los nebulizadores, la frecuencia de administracién y el periodo de utilizacién serdn dictados principalmente
por la cantidad de la composicién activa (IPA de conformidad con la presente invencién) por volumen unitario en
el aerosol. Tipicamente, cuanto mayor sea la concentracién de la proteina en la solucién del nebulizador, mas corto
serd el periodo de utilizacién. Algunos dispositivos tales como los inhaladores con dosis regulada pueden producir
concentraciones de aerosol mayores que otros y por tanto se utilizardn durante periodos mds cortos para dar el resultado
deseado.

Otros dispositivos como por ejemplo los inhaladores de polvo se han disefiado para ser usados hasta que una
carga determinada del material activo se agote en el dispositivo. La carga metida en el dispositivo serd formulada
en consecuencia para contener la cantidad de dosis de inhalacién de IPA adecuada para suministrarla en una dnica
administracion. (Véase en general, Ciencias Farmacéuticas de Remington, Ed. 18, 1990, Mack Publishing Co., Easton,
Pensilvania, Capitulo 92 para informacion con referencia a la administracién de aerosol).

Independientemente del dispositivo que se utilice para la aerosolizacion, el ingrediente activo estard en forma
de una dispersién de particulas. La dispersién de particulas puede estar en forma de gotas liquidas o en forma de
polvo (seco o en suspension). El preparado farmacéutico fluido que contiene IPA serd usado directamente para la
aerosolizacion.

El IPA producido mediante el proceso de la presente invencion se puede utilizar para tratar el enfisema pulmonar.
Se sabe que los pacientes con deficiencia de IPA tienen un bajo nivel de carga de neutréfilos en sus tractos respiratorios
inferiores. La evaluacién de los niveles de IPA y las defensas de elastasa anti-neutréfilos en tales pacientes demostrd
que ambos han disminuido de forma notoria. Tomados conjuntamente, estas observaciones apoyan la hipétesis de que
una deficiencia de IPA predispone al paciente al enfisema alterando el equilibrio entre la elastasa de los neutréfilos y
la elastasa anti-neutréfilos del tracto respiratorio inferior. Mientras que las personas normales tienen una pantalla de
elastasa anti-neutréfilos adecuada para proteger el tracto respiratorio inferior, aquellas con una deficiencia de IPA no
la tienen, permitiendo que la elastasa de los neutrdfilos destruya el tejido pulmonar. Por consiguiente, proporcionar al
paciente con deficiencia de IPA enddgeno IPA exogénico en la dosis correcta puede vencer los efectos perjudiciales
de tal deficiencia.

El IPA producido mediante el proceso de la presente invencion se puede utilizar también para tratar las afecciones
y las enfermedades pulmonares asociadas con la fibrosis quistica.

La pérdida de la funcién pulmonar es una causa principal de muerte en pacientes que sufren de fibrosis quistica.
Los pacientes con un volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1) por debajo del 30% de su valor pronosticado
tienen una probabilidad de mortalidad en 2 afios mayor del 50%. La tasa actual de mortalidad es de 1,2 muertes por
100 pacientes al afio; la supervivencia media es de 32 afios. De las muertes en las que se especificé una causa, el 94%
fueron debidas a una fallo cardiorespiratorio. El fallo respiratorio estd caracterizado por disnea creciente, hipoxemia y
elevacién del PCO, arterial. Durante su vida, los pacientes con FQ se ven limitados en sus actividades diarias debido
a la funcién pulmonar reducida y a las constantes infecciones pulmonares como resultado de su condicién.

Uno de los principales efectos secundarios de la infeccion crénica asociada con la FQ es la presencia crénica
de neutréfilos fagociticos en los pulmones como respuesta a las infecciones bacterianas y la liberacién de varios
quimiotacticos. Estos leucocitos segregan elastasa, lo que tiene el potencial de destruir el tejido eldstico del pulmén.
Ademds, los neutréfilos de los pacientes con FQ se ha mostrado que estdn en un estado de receptividad incrementada
y tienden a desgranularse mds facilmente, liberando elastasa destructora del tejido. Por consiguiente, los pacientes con
FQ parecen tener un estado de respuesta inflamatoria no regulada, que sobrecarga al equilibrio normal de proteasa
(elastasa)/antiproteasa (IPA), llevando a la acumulacién de elastasa en el pulmén y en tltima instancia a los dafios en
el tejido.

Los estudios previos han mostrado que muchos de los dafios pulmonares en la FQ resultan de la presencia de
elastasa y de otras proteasas no neutralizadas. El ciclo anémalo es destructivamente autoperpetuante y autoexpandible:
la elastasa incrementada lleva al reclutamiento de mds neutréfilos en el pulmén, que a su vez segregan proteasas
adicionales. Este ciclo sobrecarga atin mds el equilibrio natural normal de proteasa (elastasa)/antiproteasa, lo que lleva
a la destruccidn de la arquitectura pulmonar, la disfuncién pulmonar severa y, al final, a la muerte.

Los pacientes con FQ sufren de infecciones pulmonares crénicas que deben ser tratadas con antibiéticos. Por
ejemplo, azitromicina, un antibidtico que se ha probado recientemente que es efectivo en el tratamiento de la bacteria
de la Pseudomonas aeruginosa. Con la incrementada longevidad de los pacientes con FQ, habrd asociado a ello nuevas
infecciones tales como por ejemplo la B. cepacia y la S. maltofilia. Es posible que el uso profilactico del IPA en los
pacientes con FQ pueda mejorar su funcién pulmonar y de ese modo reducir la incidencia de tales infecciones.
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Preferentemente, el IPA se administra a los pacientes con FQ mediante la ruta de inhalacién. Se ha demostrado
anteriormente (McElvaney et al, 1991) que la alfa-anti-tripsina administrada por aerosol dada a pacientes con fibrosis
quistica suprimia la elastasa de los neutréfilos en el fluido del revestimiento epitelial respiratorio (FRE), restauraba
la capacidad de la elastasa anti-neutréfilos en el FRE e invertia el efecto inhibidor del FRE sobre la capacidad de
los neutréfilos de combatir de forma efectiva la infeccién de Pseudomonas. De forma ventajosa, las formulaciones
de aerosol se pueden producir facilmente utilizando el preparado liquido con IPA de la presente invencién. Para la
formulacién que se administra por aerosol, se requiere una concentracién mayor de IPA en la gama del 10%. Tal y
como viene ilustrado a continuacién en el presente documento, el IPA producido mediante el proceso de la presente
invencion es esencialmente estable en esta concentracién durante al menos 8 semanas, preferentemente durante 12
semanas, cuando se almacena a una gama de temperaturas de 2-8°C.

Los principios de la invencién, puede que se entiendan mejor con la referencia de los ejemplos no restrictivos que
vienen a continuacion.

Ejemplos
Midiendo la actividad del IPA

La concentracién del IPA activo se determina mediante la inhibicién de la elastasa pancredtica porcina. En prin-
cipio, el ensayo compara entre la tasa de inhibicidn de la elastasa obtenida con una muestra de prueba y la tasa de
inhibicién de la elastasa obtenida con un norma de referencia del IPA (Kamada, Israel), que se considera que tiene un
100% de actividad. La actividad de la elastasa se mide mediante la tasa de fragmentacién del sustrato de la elastasa
(Succinil-Alanina-Alanina-Alanina-p-Nitroanilida) dando por resultado la liberacién del producto de fragmentacion,
que se absorbe a 405 nm. La disminucidn de la actividad de la elastasa en presencia de IPA estd directamente relacio-
nada con la cantidad de IPA activo en la mezcla de la reaccion.

La actividad de la norma de referencia del IPA se calcula mediante la inhibicién de la actividad de la esterasa
tripsina. El IPA activo une la tripsina activa en una proporcién estequiométrica del 1:1 bajo las condiciones del ensayo
y disminuye la actividad de la esterasa tripsina, lo que se mide de conformidad con un método similar al método
USP 25. La cantidad de sitios activos de tripsina en el preparado de tripsina se determina previamente mediante
valoracion con p-Nitrofenil-p-GuanidinoBenzoato (NPGB): El incremento de absorcién a 402 nm del preparado de
tripsina siguiendo la adicién del sustrato de valoracién estd directamente correlacionado con la cantidad de moléculas
de tripsina activas presentes en el preparado de tripsina.

Ejemplo 1
Tratamiento preliminar del material fuente

En una realizacion preferente, el material de inicio es la pasta IV-1 de la fraccion de Cohn, que se obtiene mediante
la técnica de fraccionamiento de Cohn-Oncley, bien conocida para aquellos expertos en la técnica. A continuacién se
describe el preparado de una solucién acuosa a partir de la pasta IV-1 de la fraccién.

La pasta IV-1 se disuelve en alrededor de 35 volimenes de agua de calidad agua-para-inyeccién, (peso de la pasta
IV-1 en kg multiplicado por 35). La cantidad de pasta de inicio, 75-87 kg por proceso de purificacion, se afiade a
un tanque de acero inoxidable con camisa exterior en porciones. El pH de la mezcla se ajusta a 9,2 inmediatamente
después de mezclar la primera porcidn, y se ajusté atin mas mediante 0,5N NaOH hasta que toda la pasta y el agua se
habian afiadido. La solucién se mezcla durante aproximadamente 10 minutos.

La pasta IV-1 de la fraccién, como otras fracciones de plasma, contiene varias proteinas, tales como por ejemplo
lipoproteinas, inmunoglobulinas, globulina, metaloproteinas, etc. Estas proteinas se debe separar del IPA para producir
un preparado estable liquido, pero algunas también se unirdn a una resina de intercambio i6nico y de ese modo inter-
ferirdn en la purificacion del IPA. Antes de afadir la solucion a una resina de intercambio anidnico, por consiguiente,
se elimina preferentemente una porcién de estas proteinas contaminantes. De conformidad con la presente invencion,
la eliminacion de dicha fraccion contaminante se lleva a cabo en dos pasos.

Eliminacion de lipidos y lipoproteinas
A la dispersion arriba obtenida se afiadié un agente de eliminacion de lipidos, Aerosil™ (di6xido de silicio) a 78-
82 g/Kg de pasta. Tras la adicion del Aerosil, el pH de la mezcla resultante se ajust6 a 8,8 con NaOH 0,5N. La mezcla

fue incubada durante 90 minutos a 38°C y una tasa de agitacién de 870-1450 rpm. Tras 90 minutos, la dispersién se
enfrié a 22,5°C y el pH se ajust6 a 6,1.
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Precipitacion de las proteinas contaminantes

A la dispersion enfriada obtenida de la manera anterior, se afladié Polietilenglicol (PEG) de peso molecular medio
de 4.000 KDa a 10,5-11,5% peso por volumen de la mezcla resultante mientras se agitaba a 2660-2900 rpm. Después
de la disolucién de PEG, el pH de la dispersion se ajusté a 6,0 con un 2% de acido acético. La conductividad se
ajustd con NaCl sélido a 3,0 mS. Se formé un precipitado de virus y proteinas contaminantes, incluyendo proteinas
prion. Este precipitado se eliminé mediante centrifugacién continua (centrifugadora autodeslodante, modelo CSA19-
06-476, Weastfalia) a una tasa de centrifugacion de 300-450 litros/h. El sedimento obtenido mediante la centrifugacién
fue desechado; se filtro atin mas el sobrenadante utilizando un filtro de profundidad de fibra de celulosa (nominal) de
1 ym y una presién de < 25 psi.

Ejemplo 2
Primera cromatografia de intercambio anionico

La resina utilizada para la primera cromatograffa de intercambio aniénico fue DEAE-Sefarosa de flujo répido,
envasada en una columna 316-L de acero inoxidable (CF 1000/150 SS CHROMAFLOW, Pharmacia), teniendo un
volumen de 117 litros.

La resina DEAE-Sefarosa fue equilibrada en primer lugar a lo largo de los pasos con un tamp6n de acetato sédico
de la manera que sigue:

a) pH de 4,0, conductividad de 10,0 mS/cm
b) pH de 6,0, conductividad de 3,0 mS/cm
Velocidad de flujo: 7-20 litros/min.

Tras el procedimiento descrito en el ejemplo 1, el sobrenadante filtrado obtenido tenia ya las condiciones de pH
y conductividad adecuadas de pH 6,0 y 3,0 mS/cm. Por consiguiente se cargé directamente en la columna de DEAE-
Sefarosa equilibrada, a una velocidad de flujo de 12-14 litros/min.

En tal produccién a gran escala, es critico el ajustar las condiciones de lavado de manera que la columna sea
cargada a su capacidad médxima, y aun asi que nada de IPA se escape en el flujo que pasa. Esto se consiguié mediante
un lavado de columna de dos pasos, ambos con un tamp6n de acetato sédico en las siguientes condiciones: primer
lavado - pH de 6,0, conductividad de 2,1 mS/cm; segundo lavado: pH de 6,0, conductividad de 3,0 mS/cm. EI IPA
queda retenido en la columna, y otras proteinas, por ejemplo la albimina y la transferrina se quitan lavando.

La elucién del IPA de la columna se llevé a cabo con un tampén de acetato sédico que tenia un pH de 6,2 y una
conductividad de 10,0 mS/cm. La presion sobre la columna era des < 35 psi y la velocidad del flujo de 12-14 litros/min.
La fraccion que contenia IPA fue entonces tratada para ajustar su contenido de agua y composicién iénica tal y como
se describe en el ejemplo 3 a continuacion.

Ejemplo 3
Ajuste del contenido de agua y la composicion ionica

El efluente que contiene IPA se concentré a 100 kg (peso total) mediante ultrafiltracién con membrana de polisul-
fona con un corte nominal de 10 kD y un 4rea total de la membrana de 12,2 m? (UFP-10C-65) en un cartucho de fibra
hueca (Amersham Biosciences). La presion del retentado era de 15-20 psi y la velocidad de flujo de 20-40 litros/min.
El filtrado fue entonces desechado y el retentato fue diafiltrado contra agua de calidad agua-para-inyeccién (API). La
presion del retentato era de 15-20 psi a una velocidad de flujo de 20-40 litros/min., y la diafiltracién fue continua hasta
que la solucién alcanz6 una conductividad de 4,0 mS/min.

Ejemplo 4
Cromatografia de intercambio cationico

Para purificar ain mds la fraccién que contiene IPA obtenida tras el procedimiento del ejemplo 3 a partir de
la sustancia contaminante restante, la solucién fue sometida a cromatografia de intercambio catiénico utilizando el
mismo tampdn de acetato sddico bajo condiciones que permiten la retencion de solamente las sustancias contaminantes

de la resina catidnica, mientras que el IPA fue eliminando lavdndolo con el flujo de paso de la columna.

La resina de intercambio catiénico utilizada fue CM-Sefarosa de flujo rdpido, envasada en una columna 316-L de
acero inoxidable (CF 1000/150 SS CHROMAFLOW, Pharmacia), teniendo un volumen de 117 litros.
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La resina fue equilibrada con un tampén de acetato sédico bajo las siguientes condiciones:
a) pH de 4,0, conductividad de 10,0 mS/cm;

b) pH de 5,35, conductividad de 0,95 mS/cm

Velocidad de flujo: 7-22 litros/min.

Antes de cargar la fraccién que contiene IPA en la columna, la conductividad de la solucién fue ajustada con NaCl
a 0,95 mS/cm y el pH fue ajustado con un 2% de acido acético a 5,35. La concentracién de proteinas de la solucién
fue del 0,5%, y la carga total de proteinas fue de < 4 Kg. La velocidad de flujo fue de 18-22 litros/min. a una presién
de < 29 psi. Se recogi6 el flujo que pasé de la columna que contenia IPA. El pH se ajusté a 6,75 con 0,15 M NaOH
y la conductividad a 3,0 mS/cm con NaCl sélido. La solucién resultante fue ultrafiltrada utilizando membrana de
polisulfona con un corte nominal de 10 kD y un 4rea total de la membrana de 12,2 m? (UFP-10C-65) en un cartucho
de fibra hueca (Amersham Biosciences). El retentato se recogid y se desechd el efluente.

Ejemplo 5
Inactivacion virica

En una realizacién preferente de la invencion, la fracciéon que contiene IPA obtenida tras la cromatografia de
intercambio catiénico se somete a una inactivacion y eliminacién viricas.

De conformidad con la realizacién preferente, la eliminacion virica se llevé a cabo mediante nanofiltracién. La
solucién que contenia IPA se someti6 a filtracion previa a través de una membrana de polisulfona con un tamafio de
poro de 0,1 + 0,2 um, un drea superficial nominal de 0,6 m? (5441358 K-1 SS, Sartorius), a una presion de < 30 psi. El
retentato se recogid en un contenedor a presion y con camisa exterior 316-L de acero inoxidable de 600 litros equipado
con un agitador tipo marino. El retentato se diluyé con API a una concentracién de proteinas de 6,0-8,5 mg/ml, y el
pH y la conductividad fueron reajustados a 7,25 con 0,15 M NaOH/2% de 4cido acético y 3,0 mS/cm con NaCl sélido,
respectivamente. La temperatura del contenedor se mantuvo a 22,5°C.

La nanofiltracién se llevé a cabo con un filtro 15N Planova (15N1-000; Asahi Kasei Corporation) teniendo un
drea superficial nominal de 1,0 m*. La presién de funcionamiento obtenida mediante N, fue de 13,8 psi. El volumen
transferido por m? de filtro fue de mds de 250 litros.

Ademds de a la eliminacién virica, la solucién que contenia IPA fue sometida a inactivacion virica utilizando el
método con disolvente/detergente. Se afiadi6 el polisorbato 80 a 0,95-1,25% peso por peso de la concentracién final
y TnBP a una concentracién final de 0,28-0,33% volumen por peso. La mezcla se agit6 durante alrededor de 4,5-5,5
horas a 30-50 rpm.

Ejemplo 6
Segunda cromatografia de intercambio anionico

Se emplea una segunda cromatografia de intercambio aniénico para purificar ain mds la solucién que contiene
IPA obtenida tras la inactivacion virica del detergente y disolvente empleados. Como durante los pasos dados tras
la primera cromatografia de intercambio aniénico, algo del IPA activo puede que se haya transformado en inactivo,
también se elimina el IPA inactivo. De este modo, la solucién resultante tras este paso contiene IPA activo y altamente
purificado.

La resina utilizada para la segunda cromatografia de intercambio aniénico fue DEAE-Sefarosa de flujo rapido,
envasada en una columna 316-L de acero inoxidable (BPSS 800/150 SS, Pharmacia), teniendo un volumen de 75
litros.

La resina DEAE-Sefarosa fue equilibrada en primer lugar a lo largo de los pasos con un tampén de acetato sédico
de la manera que sigue:

a) pH de 4,0, conductividad de 10,0 mS/cm
b) pH de 6,0, conductividad de 3,0 mS/cm

Dado que la fraccion que contenia IPA ahora estaba parcialmente purificada, se emple6 una velocidad de flujo mas
rapida de 18-22 litros/minuto. Por la misma razén, el pH de esta fraccion podria ser elevado a 7,5 y la columna podria
lavarse con una serie de condiciones del tampén. La conductividad de la solucién cargada fue de 3,0 mS/cm, y la carga
total de proteinas de alrededor de 2,5 Kg. El pH del tampdn de lavado de acetato sédico fue de 6,0 y su conductividad
de 3,0 mS/cm. El volumen total de lavado fue de 1125-1200 litros a una velocidad de flujo de 18-22 litros/minuto.
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La elucién del IPA de la columna se llevé a cabo con un tampén de acetato sédico que tenia un pH de 6,0 y una
conductividad de 12,0 mS/cm. El eluido de la segunda columna de intercambio aniénico contenia un 96% de IPA puro,
del que mas del 90% estaba activo.

Ejemplo 7
Pureza del IPA a lo largo del proceso

Se analizaron muestras de diferentes pasos del proceso mediante técnicas de deteccion y separacién de proteinas.
La Fig. 1 describe el perfil proteinico del IPA en el preparado farmacéutico mediante el proceso de la presente inven-
cion; el IPA estandar preparado por Kamada, Israel; y el IPA polimérico en geles con gradiente del 8% al 16% de Tris-
Glicina nativos. Bajo condiciones nativas, las proteinas se separan de conformidad tanto con la estructura como el peso
molecular. Se cargaron las muestras no desnaturalizadas en un tampén de muestra (Invitrogen™ LC2673) en los geles
y en las cantidades que se detallan en la tabla 1. Se derivaron las formas poliméricas del IPA de un IPA purificado (lote
N° 6110003, Kamada) almacenado a 35°C durante 6 meses y que fue sometido a una cromatografia de permeacién de
gel utilizando la columna de Sefacril 200HR. Se recogieron tres fracciones (rutas 8-10) para su andlisis en los geles
nativos. Los geles se utilizaron en un tampén de desplazamiento de Tris-Glicina (10 x Invitrogen™ LC2672). Los ge-
les fueron tefiidos en azul Commassie (Fig. 1A), Ponceau-S (Fig. 1B) o transferidos a una membrana de nitrocelulosa
(Trans Blot de BioRad). La inmunotransferencia se llevo entonces a cabo utilizando anticuerpos de IPA anti-humano,
conjugados con peroxidasa de rdbano (HRP,ICN/Cappel, 55236), utilizada en una dilucién de 1:400 (Fig. 1C).

TABLA 1

Muestras cargadas en los geles nativos

Ruta(s) Muestra Proteina cargada (ug/ruta)
A B

1/2 Producto 2,5/5 1/2
farmacéutico final

3/4 Norma IPA interna 2,5/5 1/2

5 Alblimina 3,5 1,4

6 Transferrina 3,5 1,4

7 Anti-D (IgG) 3,5 1,4

8 Fraccion 3,6 1,44
polimérica de IPA

9 Fraccion 3,6 1,49
polimérica de IPA

10 Fraccion 3,6 1,32
polimérica de IPA

Las muestras obtenidas durante el proceso de purificacidn fueron separadas mediante 4-12% de SDS-PAGE. Los
geles fueron tefiidos con Azul Commassie (Fig. 2A), teflido de Ponceau-S (Fig. 2B) o inmunotransferidos con anti-
cuerpos conjugados HRP anti-IPA de cabra. Se detallan las muestras en la tabla 2.
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TABLA 2
Muestras cargadas en los geles SDS-PAGE

Ruta(s) Muestra Proteina cargada (ug/ruta)
A B
1 Tampbn de muestra
2,3 Pre-Aerosil 15 3
4,5 Pre-PEG 15 3
6,7 Primer eluido de 4,0 0,8
DEAE
8,9 Ultrafiltracion tras 2,0 0,4
intercambio catidnico
10 Segundo eluido de 2,0 0,4
DEAE
11 Sustancia 20 04
farmacéutica
12,13 Producto 2,0 04
farmacéutico
14 Marcador de tamario 10pl por ruta

MW - comercial
15 Marcador interno MW 4.6

Las Figuras 1 y 2 muestran claramente que la mayoria de las proteinas contaminantes son eliminadas durante el
proceso de la presente invencion. La sustancia farmacéutica final muestra inicamente una banda limpia y nitida.

Ejemplo 8
Purificacion adicional del IPA

Tras la segunda cromatografia de intercambio aniénico descrita en el ejemplo 6, la fraccién que contiene el IPA
puro y activo fue concentrada mediante ultrafiltracion (UFP-10C-65: membrana de polisulfona con corte nominal de
10 KDa y un drea total de la membrana nominal de 12,2 m?). El filtrado fue desechado y el retentato, concentrado
a 60 kg fue sometido adicionalmente a diafiltracion. La diafiltracion se llevé a cabo para sustituir al i6n acetato por
un i6n fisiol6gicamente aceptable, especificamente el i6n fosfato. Las condiciones de diafiltracion fueron de filtracién
contra un tampén de fosfato sédico, 18-22 nM en 0,6-0,8% de NaCl, pH de 7,0, presién del retentato de 15-20 psi.
El pH final del retentato fue un pH fisiol6gico de 7,0. Tras la segunda ultrafiltracién, la concentracién de proteinas
fue pasado a 22-24 mg/ml. El preparado fue esterilizado por filtro utilizando dos filtros de polisulfona de 0,45 y 0,2
pm (Sartorius, 5101507H9-B) en una ubicacién en serie. La filtracidn se llevé a cabo bajo una presién de < 25 psi
y el filtrado estéril se recogié en un contenedor previamente esterilizado con vapor. El preparado final que contiene
IPA comprendia 22-24 mg/ml de proteinas con un pH de 7,0 + 0,1, NaCl a una concentracién de 6-8 mg/ml y una
concentracion de fosfato de 18-22 nM. Esta solucién es un preparado listo para utilizar de calidad farmacéutica, y por
consiguiente estd designado como un preparado farmacéutico.
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Ejemplo 9
Caracterizacion de las propiedades estructurales y fisico-quimicas del IPA

Se llevaron a cabo estudios de caracterizacion de tres lotes del preparado farmacéutico que contiene IPA produci-
dos mediante el proceso de la presente invencion por Kamada (Israel) para obtener informacion sobre las propiedades
estructurales y fisico-quimicas de la molécula de IPA. Se examinaron tres lotes: lotes 6112006, 6113010 y 6123010.
Los andlisis del lote n° 6112006 (fabricacién: junio de 2002) se llevaron a cabo después de 12-20 meses de almacena-
miento del lote a 2-8°C, mientras que los andlisis de los lotes n° 6112010 y n° 6123010 (fabricacion: octubre de 2003)
se iniciaron inmediatamente después de la produccién y se completaron en un plazo de 3 meses durante los que los
lotes estuvieron almacenados a 2-8°C.

Los estudios de caracterizacidon se llevaron a cabo en tres laboratorios, en el Laboratorio de validacion e I+D
analiticos de Kamada (Israel), en M-Scan Limited (Reino Unido) y en el Instituto de ciencias de Weizmann (Israel).

Espectrometria de masas de la proteina intacta

La espectrometria de masas mediante ionizacién-desorcion por ldser asistida por una matriz-tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS) de extraccién retardada se utiliz6 para la determinacion del peso molecular intacto del IPA.

MALDI-TOF MS es una técnica en la que un co-precipitado de una matriz absorbente de luz ultravioleta y una
molécula proteinica son irradiados por un impulso por laser en nanosegundos. La mayoria de la energia del laser es
absorbida por la matriz, que impide la fragmentacion no deseada de la molécula. Las moléculas proteinicas ionizadas
son aceleradas en un campo eléctrico y se introducen en el tubo de vuelo. Durante el vuelo en este tubo, diferentes
moléculas se separan de conformidad con su masa para cargar la proporcién y alcanzar el detector en diferentes
momentos. De esta manera cada molécula produce una sefial definida. Este método permite una medicién exacta del
peso molecular intacto de los biopolimeros desde 400 hasta 500.000 Da.

Todos los tres lotes tenfan un peso molecular intacto comparable, tal y como se muestra en la tabla 3 a continuacién:

TABLA 3

Peso molecular del IPA intacto

N° de lote de IPA Peso molecular intacto, Da
6112006 50.600 Da £ 50 Da
6113010 50.550 Da £ 50 Da
6123010 50.500 Da £+ 50 Da

Andlisis de composicion de los aminodcidos, y determinacion del coeficiente de extincion

La composicién de los aminodcidos es una caracteristica importante de las proteinas. La combinacién del analisis
de los amino4cidos con la determinacién espectrofotométrica de la absorbencia a 280 nm permiti6 la determinacién
del coeficiente de extincién molar del IPA. Dividiendo el coeficiente de extinciéon molar de la proteina por su peso
molecular intacto da por resultado el coeficiente de extincién de un 0,1% de la solucién proteinica.

Para el analisis de los aminoacidos, se hidrolizaron las muestras de los lotes de IPA con HCI en constante ebullicion,
derivatizado utilizando fenilisotiocianato y analizado mediante fase inversa (RP)-HPLC. El IPA en los lotes 6112006,
6113010 y 6123010 tenfan composiciones de aminodcidos comparables (véase la tabla 4 a continuacion). Las ligeras
diferencias en el contenido de los 4cidos aspdrticos y glutdmicos entre el lote de IPA 6112006 y los lotes de IPA
6113010 y 6123010 estan relacionadas con la duracién de la hidrdlisis; 24 horas para el lote 6112006 en comparacién
con las 16 horas de los lotes 6113010 y 6123010.
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TABLA 4

Composicion de los aminodcidos

Aminoacido Proporcién | N° lote de IPA | N° lote de IPA | N° lote de IPA
esperada 6112006, 6113010, 6123010,
Proporcién Proporcion Proporcion
calculada calculada calculada
relativa a Leu | relativa a Leu | relativa a Leu
=45 =45 =45
Acido aspartico | 43 285 16,9 16,0
Acido glutamico | 50 42,5 27,4 26,1
Serina 21 19,9 20,2 20,9
Glicina 22 21,6 20,9 21,6
Histidina 13 13,9 12,9 12,9
Arginina 7 7,6 7,0 7,0
Treonina 30 255 29.5 28,7
Alanina 24 234 23,3 23,4
Prolina 17 16,9 16,5 17,2
Tirosina 6 57 58 58
Valina 24 21,8 21,7 21,3
Metionina 9 9,3 8,9 8,2
Isoleucina 19 174 17,0 16,7
L.eucina : 45 45,0 45,0 45,0
Fenilalanina 27 27,0 26,7 26,5
Lisina 34 35,5 30,7 30,2
Triptofan 2 ND ND ND
Cisteina 1 ND ND ND
ND = no detectada

El coeficiente de extincion del IPA se midid para el lote n° 6113010 y el n° 6123010 que tenian coeficientes de
extincién comparables, tal y como se muestra en la tabla 5.

TABLA 5

Coeficiente de extincion del IPA

N° de lote de IPA Coeficiente de | Coeficiente de
extincién molar, | extincion (0,1%) a
L-mol-cm™ 280 nm
6113010 24.618 0,49
6123010 22.908 0,45
Mapeo de péptidos

Se llev6 a cabo el mapeo de péptidos siguiendo la digestion de bromuro de cianégeno (CNBr), utilizando MALDI-
MS y MS de LC-electroespray (ES) en linea. El concepto del método de mapeo elegido es la generacion de péptidos
mediante digestién quimica, determinacién de sus pesos moleculares y determinacién exacta de la presencia o ausencia
de las partes componentes de la secuencia proteinica conocida. Las técnicas de ES-MS utilizando una fuente de
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ionizacién de presién atmosférica y MALDI-MS crean la posibilidad de medir de forma precisa los pesos moleculares
intactos de los biopolimeros hasta 130 kDa y 500 kDa respectivamente. El acoplamiento de pequefio didmetro en linea
y HPLC nano-capilar directamente con la deteccion de espectrometria de masas de electroespray de los productos
digeridos separados aumenta la potencia de la técnica. Una ventaja definitiva de este procedimiento de mapeo es que
hay una probabilidad igual de observar las regiones de la terminal-C asi como de la terminal-N de la proteina.

El perfil de mapeo de los péptidos de los tres lotes examinados, los lotes n® 6112006, n° 6113010 y el n° 6123010
se presenta en la tabla 6, mostrando que los tres lotes tienen un perfil comparable.

TABLA 6

Mapeo de los péptidos mediante digestion de bromuro de cianégeno (CNBr)

Elemento Lote n® 61120086, | Lote n°® 6113010, | Lote n° 6123010,
Masa molecular | Masa molecular | Masa molecular
de los péptidos / | de los péptidos / | de los péptidos /
glicopéptidos glicopéptidos glicopéptidos

Residuo de

glicopéptido 243-351 | 13.967 13.971 13.971

(homoserina) mas

NeuAc,HexsHexNAc,

Residuos de péptidos

de la terminal-N 1-63 | 9184 9185 9185

(homoserina) mas

NeuAc,HexsHexNAc,

Residuos de

glicopéptidos de la | 9331 9331 9331

terminal-N fucosilados

1-63 (homoserina)

mas

NeuAc,HexsHexNAc,F

uc

Residuo de

glicopéptidos 64-220 | 20.170,5 20.174 20.175

(homoserina) mas

NeuAc;HexsHexNAc,

El péptido de sefial | ND ND ND

24aa

Péptidos 1-63, 243- | ND ND ND

351y 64-22 en formas

no glicosiladas

Residuos de péptidos | 970,5 970,7 970,8

de la terminal-C 386- | 486,0 (doblemente | 486,0 (doblemente 486,4 (doblemente

394 cargado) cargado) cargado)

Confirmaciéon de la

secuencia 100% 100% 100%
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Andlisis de la poblacion de oligosacdridos N-unidos

El propésito de la prueba era el de obtener el perfil de los oligosacdridos unidos al IPA y determinar los sitios de
glicosilacion del IPA, es decir, los puntos de unién de los oligosacdridos a los polipéptidos. Solamente se evaldan los
oligosacaridos N-unidos porque no se tiene constancia de que existan oligosacaridos O- unidos en el IPA.

El andlisis de oligosacdridos inclufa digestién encimatica de las muestras de IPA con quimotripsina y posterior
digestion con péptido N-glicosidasa F (PNGase F), separacion de los carbohidratos liberados de los péptidos uti-
lizando cartucho Sep-pak C18, permetilacién de los glicanos y finalmente su andlisis mediante espectrometria de
masas de bombardeo rapido de dtomos (FAB)-MS y MALDI-TOF MS. Los resultados se presentan en la tabla 7 a

continuacion.

TABLA 7

Poblacion de oligosacdridos N-unidos

Lote n°® Lote n° Lote n°
Glicanos 6112006 6113010 6123010
Sefial m/z Sefal m/z Sefal m/z
27 i i A
NeuAc,Hexs.HexNAC, .9 ('senal 27.9 (.senal 27.93. (senal
principal) principal) principal)
NeUACs. Hexs. HexNAGs 3604 (ser.1al 3604 (ser.1a| 3605 (senal
secundaria) secundaria) secundaria)
NeuAGHexs.HexNACs Fuc 2969 (ser.lal 2969 (sel?al 2968 (senal
secundaria) secundaria) secundaria)
NeUACs. Hexs. HexNAGs Fuc 3779 (ser.lal 3779 (ser‘1al 3779 (sefal
secundaria) secundaria) secundaria)
. e Asn-46, Asn- | Asn-46, Asn- | Asn-46, Asn-
Sitios de N-glicosilacién
83 y Asn-247 | 83 y Asn-247 | 83 y Asn-247

Andlisis de la composicion de monosacdridos

La composicidon de monosacdridos de una glicoproteina es una caracteristica basica de su parte de oligosacaridos.
Para el andlisis de los monosacaridos, las muestras de los lotes de IPA fueron metabolizados, derivatizados y analizados
mediante cromatografia/espectrometria de masas (GC/MS). El método permiti6 el cdlculo de los monosacéridos por
mol de glicoproteina y, de ese modo, la aproximacién del porcentaje total de oligosacaridos. La composicién de
monosacdridos de los tres lotes examinados se muestra en la tabla 8 a continuacion.
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TABLA 8

Composicion de los monosacdridos

Monosacaridos | Lote n°® 6112006 Lote n°6113010 Lote n° 6123010
Nmoles de | Proporcién | Nmoles de | Proporcion | Nmoles de | Proporcién
monosacaridos | (Manosa = | monosacaridos | (Manosa = | monosacéridos | (Manosa =
presentes/mg | 3,0) presentes/mg | 3,0) presentes/mg | 3,0)
de proteina de proteina de proteina

Fuc 7,7 0,1 12,0 0,2 10,4 0,2

Man 197 3,0 200 3,0 204 3,0

Gal 182 2,8 208 3.1 216 32

GalNAc ND / ND / ND /

GleNAc 125 1,9 222 3,3 242 36

NeuAc 93 1,4 128 1,9 98 1,4

Dicroismo circular

El propésito de las mediciones de espectrometria de dicroismo circular (CD) fue el de caracterizar las estructuras
secundaria y terciaria del IPA obtenido mediante el proceso de la presente invencién. El CD del IPA se midi6 en dos
regiones: los UV cercanos, 320-260 nm, y los UV lejanos, 260-180 nm. El espectro de CD de los UV lejanos se utilizé
para determinar las a-hélices, y el CD de los UV cercanos se utiliz6 para caracterizar la estructura terciaria.

La espectroscopia de CD mide las diferencias en la absorcién de la luz polarizada de la izquierda frente a la
luz polarizada de la derecha, que surgen debido a asimetria estructural. La ausencia de estructura regular da por
resultado una intensidad de CD cero, mientras que una estructura ordenada da por resultado un espectro, que puede
contener sefiales tanto positivas como negativas. Los espectros de CD de los UV lejanos y cercanos de los lotes de
IPA 6112006, 6113010, 6123010 y la norma de referencia primaria del IPA n° 02/07 se muestran en la Figura 3A y B,
respectivamente.

Ejemplo 10
Estabilidad del IPA
A. Estabilidad del preparado farmacéutico tipico de IPA que comprende un 2% de IPA

Materiales y métodos

La estabilidad del IPA en el preparado farmacéutico obtenido mediante el proceso de la presente invencién se midié
hasta 36 meses a una temperatura de almacenamiento de 5+3°C, de conformidad con los siguientes pardmetros tal y
como se describe en la tabla 9 a continuacién: aspecto; contenido del IPA activo; distribucién del tamafio molecular

(concentracién de mondémeros del IPA y concentracion de agregados del IPA. Los agregados del IPA estdn inactivos)
y el pH.

La actividad del IPA fue sometida a ensayo mediante el ensayo de inhibicion de elastasa tal y como se ha descrito
anteriormente, y mediante la presencia de agregados del IPA analizados mediante cromatografia liquida analitica
[Exclusién por tamafio (SEC) HPLC] utilizando una columna Zorbax GF-250. La concentracion total de proteinas fue
determinada mediante absorbencia a 280 nm.

Resultados

La estabilidad de un preparado farmacéutico tipico de IPA producido mediante el proceso de la presente invencidn,
y que contiene un 2% de IPA, se muestra en la tabla 9 a continuacién.
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TABLA 9

Estabilidad del IPA almacenado a 5+3°C

Ensayo Aspecto | Contenido | Distribucién de tamario | pH
de IPA | molecular
activo

Especificacion La 2,0-2,4 Polimeroy | Monémero | 6,8-7,2

solucién | g/100ml agregado | 290%

esclarae <10%

incolora
Comienzo Aprobado | 2,2 0,0 98,5 6,8
(8.5.2000)
1 mes Vert.* | Aprobado | 2,2 0,3 98,3 6,8
(8.6.2000) Inv.** | Aprobado | 2,3 0,3 98,1 6,8
2 meses Vert.* | Aprobado | 2,1 0,4 98,9 6,8
(8.7.2000) inv.** | Aprobado | 2,1 0,4 98,8 6,8
3 meses Vert.* | Aprobado | 2,0 0.4 98,7 6,8
(8.8.2000) Inv.** | Aprobado | 2,0 0,4 97,8 6,9
6 meses Vert.* | Aprobado | 2,0 0,8 98,3 6,9
(8.11.2000) Inv.** | Aprobado | 2,1 0,8 98,2 6,8
9 meses Vert.* | Aprobado | 2,0 1,0 89,0 6.8
(9.2.2001) Inv.** | Aprobado | 2,0 1,3 98,1 6,8
12 meses Vert.* | Aprobado | 2,0 1,0 98,5 6,8
(8.5.2001) inv.** | Aprobado | 2,1 1,3 98,0 6,8
18 meses Vert.* | Aprobado | 2,2 1,5 98,0 6,8
(8.11.2001) Inv.** | Aprobado | 2,2 1,2 98,8 6,8
24 meses Vert.* | Aprobado | 1,9 9,3 90,7 6,8
(8.5.2002) Inv.** | Aprobado | 1,9 9.4 90,6 6,8
36 meses Vert.* | Aprobado | 2,0 11,0 89,0 6,8
(8.5.2003) Inv.** | Aprobado | 2,0 11,0 89,0 6,8
*Vert.: Posicion vertical
**Inv.: Posicién invertida

Tal y como se muestra en la tabla 9, el IPA obtenido mediante el proceso de la presente invencion es altamente
estable. Tal y como se ha descrito anteriormente en el presente documento, una ventaja especifica del preparado
farmacéutico es que el IPA altamente activo y purificado es también altamente estable, en una solucién liquida lista
para usar y sin la presencia de ningtn estabilizador de proteinas.
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B. Estabilidad del preparado farmacéutico concentrado del IPA que comprende un 5-20% de IPA

El propdsito del estudio era el de determinar la estabilidad del IPA bajo condiciones favorables para la produccién
de Aerosol. Estas condiciones incluyen concentracién de IPA incrementada a hasta alrededor del 10% y preferen-
temente hasta el 20%. La estabilidad de las soluciones concentradas se determiné en frio (2-8°C) y a temperatura
ambiente (~25°C). Se examind la estabilidad mediante la formacion de agregados (las formas agregadas del IPA es-
tan inactivas) y mediante la medicion de la actividad del IPA tal y como se ha descrito anteriormente en el presente
documento.

Materiales y métodos

Las soluciones de IPA en una gama de concentracion protefnica del 5%-20% se prepararon a partir de un 2% de
preparado de IPA (lote n° 6013009, Kamada, Israel). Las soluciones fueron incubadas en ausencia de Tween 80 y en
presencia de Tween 80 en concentraciones de 0%, 0,01%, 0,05% y 0,1%; un lote se conservé refrigerado a 2°C-8°C y
el otro lote se conservo a 20°C-25°C. Las muestras de ambos lotes fueron analizadas en los momentos cero, 4 semanas,
8 semanas y 12 semanas para ver el contenido proteinico, la actividad del IPA, la concentracién de los mondmeros de
IPA y la concentracién de los agregados de IPA.

El 2% de la solucién de TPA se concentrd a partir de un 2% de IPA hasta ~20% y mayor, mediante un ultrafiltro
10000 NMWC de A.G. Technology (UFP-10C-4X2A). Basdndose en el volumen inicial y la concentracion de IPA,
se retiraron alicuotas de solucion concentrada en varias etapas durante la ultrafiltracion. Se obtuvieron los siguientes
concentrados de IPA: 6,34%, 12,2%, 18,1% y 22,84%. Estas soluciones sirvieron para la preparacién de las soluciones
finales utilizadas en el estudio, que contenian un 5%, 10%, 15% y 20% de proteinas.

Resultados

La estabilidad de los preparados de IPA concentrados preparados tal y como se describe a continuacién y conser-
vados a 20-25°C se muestra en la tabla 10 a continuacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 10

Descripcién | Muestra | Proteina | IPA Actividad | HPLC % HPLC %
del grupo 1.D. (mg/mL) | (mg/mL) | especifica [ Monémeros | Agregados
™ de IPA de IPA de IPA
5% IPA 50a 51,92 48,8 0,94 96,8 3,23
Sin Tween | 55,aT-1 | 49,06 50,4 1,03 96,54 3,48
Ss0aT-1 | N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Bg0a T-1 | 50,9 45,6 0,90 95,01 4,95
5% IPA 50b 50,93 48,2 0,95 97.1 2,81
0,01 % de |55 bT-1 | 49,45 50,3 1,02 94,82 519
Tween 560 b T-1 | N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
50 b T-1 | 51,6 46,8 0,91 94,43 542
5% IPA 5¢ 51,87 49,3 0,95 96,7 3,30
0,05% de|53cT-1 |5049 53,3 1,05 95,41 4,60
Tween 560CcT-1 | 48,9 46,9 0,96 93,82 6,10
590CcT-1 | 51,3 440 0,86 92,28 7,56
5% IPA 5:d 51,81 47,8 0,92 96,4 3,62
0,1% de | 55 dT-1 | 48,90 51,5 1,05 96,40 3,60
Tween 560 d T-1 | 48,9 443 0,90 93,59 6,29
Beod T-1 | 51,0 42,0 0,82 91,04 8,90
10% IPA 1002 95,48 95,3 1,00 96,4 3,56
Sin Tween | 103 a T-| 97,18 102,6 1,05 95,22 4,78
1
1060 @ T- | 96,7 90,2 0,93 93,89 6,08
1
105 a T- | 93,8 90,5 0,97 92,72 7,21
1
10% IPA 100b 95,76 95,0 0,99 96,4 3,62
0,01% de | 105 b T- | 97,40 106,4 1,09 95,11 4,89
Tween 1
1060 b T- | 96,2 90,9 0,94 93,98 5,98
1
109 b T- | 95,3 89,0 0,93 92,07 7,85
1
10% IPA 100¢C 97,08 93,6 0,96 96,5 3,55
0,06% de | 103 c T-| 98,17 106,2 1,08 94,35 5,66
Tween 1
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10s ¢ T- | 97,9 86,7 0,88 92,36 7,65
1
1000 c T- | 96,5 89,6 0,93 90,72 9,22
1
10% IPA 10,d 98,01 96,4 0,98 96,2 3,81
0,1% de |10 d T-| 97,29 102,7 1,05 93,61 6,39
Tween 1
1060 d T- | 96,3 91,7 0,95 92,39 7,61
1
10 d T- | 96,9 85,3 0,88 89,43 10,49
1
15% IPA 1502 147,50 147,2 1,00 96,1 3,90
Sin Tween | 155 a T- | 148,60 139,2 0,94 93,00 7,01
1
1560 @ T- | 153,5 145,9 0,95 92,29 7,67
1
15¢0 @ T- | 151,2 134,2 0,89 89,56 10,36
1
15% IPA | 15¢b 148,60 151,6 1,02 95,9 3,80
0,01% de| 155 b T- | 152,00 139,2 0,92 92,95 7,06
Tween 1
158 b T- | 152,0 1445 0,95 91,58 8,40
1
1500 b T- | 151,1 134,6 0,89 88,46 11,39
1
15% IPA 155¢ 150,10 149,4 0,99 96,0 4,00
0,05% de | 153 c T-| 150,20 137,6 0,92 92,07 7,94
Tween 1
15s ¢ T- | 154,6 143,9 0,93 90,05 9,82
1
154 ¢ T- | 148,4 145,4 0,98 86,50 13,37
1
15% IPA 150d 149,00 154,7 1,04 96,2 3,74
01% de| 155 d T- | 152,60 1424 0,93 91,80 8,21
Tween 1
1560 d T- | 154,4 143,0 0,93 89,27 10,65
1
150 d T- | 147,7 140,5 0,95 85,37 14,38
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20% IPA 200a 186,8 192,3 1,03 95,6 4,44
Sin Tween | 205 a T- | 190,7 169,0 0,89 90,95 8,98
5 1
20g a T- | 197,8 159,0 0,80 89,19 10,76
1
10 20¢p a T- | 193,1 159,0 0,82 84,93 14,98
1
20% IPA 200b 191,9 186,5 0,97 95,4 4,59
15 0,01% de|205 b T-|202,9 175,1 0,86 90,03 9,60
Tween 1
20g0 b T- { 194,7 159,1 0,82 85,86 14,04
20 1
20gp b T- | 192,1 161,1 0,84 85,19 14,70
1
25 20% IPA 205¢ 194,6 192,2 0,99 95,7 4,34
0,05% de|203 c T-]186,4 169,7 0,91 89,85 10,06
Tween 1
30 20gp ¢ T- | 187,0 160,1 0,86 87,02 12,98
1
209 ¢ T- | 195,4 160,9 0,82 82,17 17,75
35 1
20% IPA 200d 192,3 190,0 0,99 954 4,63
0,1% de | 205 d T- | 199,2 171.8 0,86 88,83 11,10
40 Tween 1
2060 d T- | 196,5 160,8 0,82 88,20 11,75
1
45 20¢p d T- | 189,0 167.8 0,89 81,39 18,58
1
* Cédigos de las muestras:
50 l. %-20,15,10,51PA
Il. Subindices: O-momento cero, 30-4 semanas, 60-8 semanas, 90-12 semanas
Ill. a: sin Tween, b: 0,01% de Tween, c: 0,05% de Tween, d: 0,1% de Tween
55 IV. T-1: 25°C, T-2: 2-8°C

La estabilidad de los preparados de IPA concentrados preparados tal y como se describe a continuacion y conser-
60 vados en frio a 2-8°C se muestra en la tabla 11 a continuacion.
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TABLA 11

Estabilidad de los preparados de IPA concentrados almacenados a 2-8°C

Descripcién { Muestra | Proteina | IPA Actividad | HPLC (% HPLC (%
del grupo 1.D. (mg/mL) | (mg/mL) | especifica | Monémeros | Agregados
* de IPA de IPA) de IPA)
5% IPA 5a 51,92 48,8 0,94 96,8 3,23
Sin Tween |53 aT-2 | 48,73 50,3 1,03 96,85 3,15
500aT-2 | 49,2 50,4 1,02 96,46 3,55
5 aT-2 | 50,4 48,6 0,97 96,14 3,87
5% IPA 50b 50,93 48,2 0,95 97,1 2,81
0,01% de|5;bT-2 | 49,12 52,1 1,06 96,58 3,43
Tween 560 T-2 | 49,4 48,6 0,98 95,83 4,18
50 b T-2 | 50,8 45,2 0,89 95,55 4,46
5% IPA 50C 51,87 49,3 0,95 96,7 3,30
0,05% de |5cT-2 | 49,67 52,1 1,05 95,60 4,41
Tween BgocT-2 | 49,3 48,4 0,98 94,89 5,12
S0CcT-2 | 49,4 48,6 0,98 93,56 6,45
5% IPA 5,d 51,81 47,8 0,92 96,4 3,62
0,1% de |5, dT-2 | 49,06 52,8 1,08 94,52 5,35
Tween 560dT-2 [ 49,4 47,2 0,96 92,94 7,07
S550d T-2 | 49,9 46,2 0,93 91,68 8,32
10% IPA 10pa 95,48 95,3 1,00 96,4 3,56
Sin Tween | 105 a T- | 96,58 103,9 1,08 96,18 3,82
2
100 2 T- | 96,9 94,1 0,97 95,53 4,48
2
10 a T- | 96,6 99,7 1,03 95,03 4,89
2
10% IPA 100 b 95,76 95,0 0,99 96,4 3,62
0,01% de| 105 b T-| 97,02 108,0 1,11 96,06 3,95
Tween 2
10s b T- | 96,6 95,7 0,99 95,36 465
2
1000 b T- | 97,3 97,4 1,00 94,15 5,82
2
10% IPA 100C 97,08 93,6 0,96 96,5 3,55
0,05% de | 105 c T-| 97,73 98,40 1,01 95,18 4,72
Tween 2
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1060 ¢ T- | 97,5 96,5 0,99 94,82 5,19
2
10g ¢ T- | 97,3 97,9 1,01 93,32 6,64
2
10% IPA 10,d 98,01 96,4 0,98 96,2 3,81
0,1% de |10 d T-| 96,96 106,7 1,10 94,59 5,41
Tween 2
1060 d T- | 99,7 97,5 0,98 93,66 6,35
2
1000 d T- | 96,9 93,9 0,97 91,37 8,51
2
15% IPA 150a 147,50 1472 1,00 96,1 3,90
Sin Tween | 155 a T- | 150,00 150,7 1,00 94,95 5,06
2
156 a T- | 150,6 1455 0,97 95,17 4,85
2
1540 a T- | 146,7 149,7 1,02 93,88 6,06
2
15% IPA 154b 148,60 151,6 1,02 95,9 3,80
0,01% de | 153% b T-| 150,40 145,0 0,96 94,90 5,21
Tween 2
1560 b T- | 149,1 149,3 1,00 94,26 5,75
2
1500 b T- | 146,6 153,0 1,04 93,11 6,90
2
15% IPA 150¢C 150,10 1494 0,99 96,0 4,00
0,05% de |15 ¢ T-| 150,20 138,9 0,92 95,00 4,84
Tween 2
1560 ¢ T- | 162,1 150,1 0,99 93,67 6,33
2
159 C¢ T- | 146,7 149,5 1,02 92,24 7,77
2
15% IPA 150d 149,00 154,7 1,04 96,2 3,74
0,1% de|15;5 d T-| 149,00 141,8 0,95 94,90 5,08
Tween 2
15¢0 d T- | 152,5 146,8 0,96 93,18 6,83
2
1590 d T- | 146,9 148,0 1,01 91,10 8,92
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20% IPA 20a 186,8 192,3 1,03 95,6 4,44
Sin Tween | 203 a T- | 1947 185,8 0,95 94,03 5,99
2
20 a T- | 194,5 190,9 0,98 93,90 6,11
2
209 a T- | 190,3 194,8 1,02 92,33 7,47
2
20% IPA 200b 191,9 186,5 0,97 95,4 4,59
0,01% de |20 b T-|200,3 189,9 0,95 94,03 5,97
Tween 2
20e b T- | 192,9 194,9 1,01 93,55 6,46
2
209 b T- | 189,8 188,8 0,99 91,85 7,87
2
20% IPA 200cC 194,6 1922 0,99 95,7 4,34
0,05% de |20y ¢ T-|207,7 193,6 0,93 93,75 6,26
Tween 2
20 ¢ T- | 189,7 202,4 1,07 92,36 7,65
2
209 c T- | 196,0 189,9 0,97 91,25 8,57
2
20% IPA 20,d 192,3 190,0 0,99 95,4 4,63
01% de 205 d T-| 1982 190,3 0,96 93,33 6,67
Tween 2
20g d T- | 190,2 202,0 1,06 92,69 7,32
2
20q d T- | 196,4 185,8 0,95 90,10 9,63
2
* Cédigos de las muestras:
l. 5,10,15,20-% IPA
Il. Subindices: 0-momento cero, 30-4 semanas, 60-8 semanas, 90-12 semanas
Ill. a: sin Tween, b: 0,01% de Tween, ¢: 0,05% de Tween, d: 0,1% de Tween
IV. T-1: 25°C, T-2: 2-8°C

Los datos que se muestran en las tablas anteriores demuestran que la disminucién en el porcentaje de la forma
activa monomérica del IPA no se refleja siempre mediante los datos de actividad obtenidos por el ensayo de elastasa.
Por consiguiente, la actividad del IPA se evalué mediante el porcentaje de los monémeros del IPA medidos mediante
HPLC.

Se utiliz6 la presentacion grafica (no se muestra) para calcular la estabilidad del IPA almacenado en las condiciones
anteriormente descritas después de 12 y 24 meses. Se resumen los resultados en la tabla 12 a continuacion.
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TABLA 12

Porcentaje esperado de los monomeros del IPA tras un almacenamiento durante 12 meses a 2-8°C

Concentracion | Concentraciéon | Porcentaje de monémeros del IPA
de IPA, % de Tween 80, % | Momento 12 24
cero meses meses
5 0 97,0 94,1 91,3
0,01 90,2 83,1
0,05 84,3 71,7
0,1 77,0 57,4
10 0 96,6 90,9 85,2
0,01 87,7 78,7
0,05 84,6 72,6
0,1 78,0 59,4
15 0 96,2 88,3 80,4
0,01 84,1 72,0
0,05 80,6 65,0
0,1 75,4 54,6
20 0 95,6 84,2 72,8
0,01 82,2 70,0
0,05 78,3 61,0
0,1 76,6 57,6
Conclusiones

El uso de ultrafiltracion para concentrar el 2% de solucién obtenida mediante el proceso de la presente invencién
hizo que se generaran algunos agregados. De este modo, las soluciones concentradas ya contenian una concentracién
de agregados mads alta al comienzo del ensayo en comparacién con la concentracién de agregados en el 2% de solu-
cién inicial. La presencia de Tween 80 en la solucién concentrada provocé un incremento en la agregacion a lo largo
del periodo de almacenamiento. Este efecto depende de la concentracién. Ademads, el incremento en la concentracién
inicial del IPA provocé un incremento en la formacion de agregados. Este fendmeno se observé a lo largo del ensayo,
tanto en las condiciones de temperatura como con o sin Tween 80. Sin embargo, los andlisis generales de todos los
datos obtenidos muestran claramente que las soluciones concentradas de IPA almacenadas a 2-8°C son esencialmente
estables durante al menos 3 meses, y mantendrdn una buena eficacia a esta temperatura durante un afio, incluso en la
presencia de algo de Tween 80. Por consiguiente, el preparado fluido que contiene IPA listo para usar producido me-
diante el proceso de la presente invencion es altamente adecuado para la preparacion de composiciones farmacéuticas
a ser administradas de forma parenteral asi como mediante inhalacidn.

La descripcién anterior de las realizaciones especificas revelard de forma tan completa la naturaleza general de la
invencion que otras personas pueden, aplicando conocimientos actuales, modificar facilmente y/o adaptar para varias
aplicaciones dichas realizaciones especificas sin experimentacion excesiva y sin alejarse del concepto genérico, y,
por consiguiente, tales adaptaciones y modificaciones deberian estar y estdn dirigidas a ser comprendidas dentro del
significado y gama de equivalentes de las realizaciones reveladas. Se debe entender que la fraseologia o terminologia
empleada en el presente documento es a efectos de descripcién y no como una limitacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para purificar el inhibidor de proteinasa alfa-1 (IPA) a partir de una mezcla no purificada de proteinas
que comprende:

a. dispersién de la mezcla no purificada de proteinas que contiene el IPA en un medio acuoso;

b. eliminacién de una porcién de los lipidos y proteinas contaminantes afiadiendo a la dispersién acuosa dioxido de
silicio como un agente de eliminacion de lipidos y la precipitacion de la porcion de proteinas contaminantes de dicha
dispersién acuosa afiadiendo polialquilenglicol;

c. carga del sobrenadante que contiene IPA del paso (b) en una primera resina de intercambio aniénico con una
solucién tampdn que tenga un pH y una conductividad tales que el IPA quede retenido en la primera resina de inter-

cambio anidnico;

d. elucién de una fraccién que contiene IPA de dicha primera resina de intercambio aniénico con el mismo tipo de
tamp6n que en el paso (c) habiendo ajustado el pH y la conductividad;

e. carga de la fracciéon que contiene IPA del paso (d) en una resina de intercambio catiénico en el mencionado
mismo tipo de tampdn que tenga un pH y una conductividad apropiados tales que el IPA no quede retenido en la resina
de intercambio catidnico;

f. recogida del flujo que atraviese del paso (e) que contenga IPA;

g. carga de la fraccién que contiene IPA del paso (f) en una segunda resina de intercambio aniénico con dicho
mismo tipo de tampdn que tenga un pH y una conductividad apropiados tales que el IPA se una a la segunda resina de

intercambio anidnico;

h. elucién del TPA de dicha segunda resina de intercambio aniénico con dicho mismo tipo de tampoén habiendo
ajustado el pH y la conductividad para obtener una solucién que contenga IPA activo y purificado.

2. El proceso de la reivindicacién 1,

en el que el IPA obtenido comprende al menos un 90% de IPA activo del total de IPA recuperado, preferentemente
en el que el IPA obtenido comprende al menos un 95% de IPA activo del total de IPA recuperado; o

en el que la solucién de IPA comprende al menos un 90% de IPA del total de proteinas recuperadas; preferente-
mente en el que el IPA obtenido comprende al menos un 95% de IPA del total de proteinas recuperadas; o

en el que la solucién tampon es una que no sea un tampon con base de citrato; o

en el que la solucién tampon es un tampdn con base de acetato; o que ademds comprende un paso de eliminacién
virica, preferentemente, en el que el paso de eliminacién virica comprende la nanofiltracién; o

en el que la mezcla no purificada de proteinas es seleccionada del grupo que consta de fracciones de Cohn, plasma
sanguineo humano y fracciones de plasma; preferentemente en el que la mezcla no purificada de proteinas es la pasta
IV de la fraccién de Cohn; o en el que la primera y segunda resina de intercambio aniénico es una resina de DEAE-
Sefarosa; o

en el que la resina de intercambio catiénico es una resina de Carboximetil-Sefarosa; o

en el que el pH de la solucién tampén tiene un pH de entre 5,5 y 6,5 para la elucién del IPA a partir de la primera
y segunda resina de intercambio aniénico.

3. El proceso de la reivindicacién 1, que ademds comprende un paso de inactivacion virica.
4. El proceso de la reivindicacién 3,

en el que el paso de inactivacion virica comprende la adicion de un disolvente y un detergente al IPA del paso (f)
recogido de la resina de intercambio catiénico, preferentemente en el que el detergente es un detergente no iénico.

5. El proceso de la reivindicacién 1,
en el que el polialquilenglicol es polietilenglicol; o

en el que la precipitacion se lleva a cabo con un pH de desde alrededor de 5,0 a alrededor de 6,5.
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6. El proceso de la reivindicacién 1, que ademds comprende el cambio de la composicién idénica de la solucion
que contiene IPA activo y purificado para que contenga un i6n compatible fisiolégicamente y la esterilizacion de la
solucién resultante.

5 7. El proceso de la reivindicacion 6,
en el que la solucién que contiene IPA se concentra antes del intercambio i6nico; o

en el que el i6n fisiol6gicamente compatible es seleccionado del grupo que consta de un i6n de fosfato, un i6n de
10 cloruro y combinaciones de los mismos.
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