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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de un concentrado de von Willebrand (FvW) mediante cromatografia y concentrado de
FvW susceptible de ser asi obtenido

La presente solicitud se refiere a un procedimiento de preparaciéon de un concentrado de factor de von Willebrand
(FvW) mediante cromatografia y a un concentrado de FVW susceptible de ser asi obtenido

El factor de von Willebrand es una proteina sanguinea multimérica cuyo peso molecular se sitla entre
aproximadamente 200 kDa y alrededor de 20 000 kDa, o incluso mas. Esta proteina, sintetizada por las plaquetas y las
células endoteliales, desempefia un papel fundamental en la lucha contra la hemorragia sanguinea, ya que el FvW
actla como un tampén gelificable que se extiende sobre una brecha vascular proporcionando adhesién de plaquetas
para lograr la primera fase de la hemostasia, es decir, la formacion del "tapon plaquetario” (trombo). Alrededor de este
trombo se van a organizar los fenémenos de coagulacién destinados a consolidar la detencién del sangrado por
formacién de un coagulo de fibrina insoluble. EI FvW también garantiza la estabilizacién y el transporte del Factor VIII
en la circulacion sanguinea, con el que esta asociado en forma de complejos de tamafios variables, que se encuentra
asi protegido contra una rapida degradacién mediante protedlisis debido a la sensibilidad del Factor VIII aislado frente
a las proteasas.

Una deficiencia congénita en el FvW o mutaciones genéticas que modifiquen las propiedades del FvW conlleva la
enfermedad de Willebrand, que se manifiesta, por lo tanto, por perturbaciones en la hemostasia primaria y en la
coagulacion.

Es esencial, por tanto, para el tratamiento de esta enfermedad, disponer de derivados de plasma humano enriquecidos
en FVYW de elevada pureza compatibles con inyecciones mudltiples y repetidas. En efecto, las muestras de FvW
insuficientemente purificadas procedentes del fraccionamiento del plasma humano contienen diferentes
contaminantes (proteinas residuales) que pueden inducir respuestas inmunolégicas adversas. Ademas, la
administracion de factor de von Willebrand asociado al factor VIII puede conllevar un riesgo de trombosis o de
hipercoagulabilidad para el paciente tratado (Makris y col., Thromb. Haemost, 88, 2002, pp. 377-378, Manucci P.M.,
Thromb.Haemost, 88, 2002, pp. 378-379).

Diversos procedimientos de preparacion de concentrados de FVW asocian tipicamente etapas de precipitacion de una
fraccion de plasma, destinadas a eliminar la mayor parte de las proteinas indeseables (fibrindgeno, fibronectina, etc.),
y/o cromatogréficas (intercambio iénico, de afinidad, de inmunoafinidad, de exclusién por tamafios, etc.) destinadas a
la obtencién de concentrados de gran pureza, que tengan una actividad especifica elevada, y que permiten conservar
la integridad de las formas multiméricas, especialmente las de elevado peso molecular cuya importancia bioldgica es
fundamental en los procesos de cicatrizacion.

A modo de ejemplo, se puede citar la patente EP 0 359 593 que divulga la separacién de proteinas de una fraccion de
plasma crioprecipitado que utiliza varias etapas de cromatografia de intercambio de aniones conducentes a la
purificacion del FVW.

La patente EP 0 503 991 divulga un procedimiento de preparacion a la escala industrial de un concentrado de FVW que
comprende una etapa de prepurificacion de una fraccion crioprecipitada de plasma y tres etapas sucesivas de
cromatografia, siendo la tercera una cromatografia de afinidad en columna de gelatina inmovilizada sobre agarosa. El
concentrado de FVYW asi obtenido muestra una actividad especifica superior a 100 Ul RCo/mg expresada en unidades
de actividad del cofactor de ristocetina por mg de proteina y un indice de multimeros de alto peso molecular
comparable al del plasma inicial.

La solicitud de patente EP 0 934 748 describe un procedimiento de preparacion del FvW que incluye la combinacion de
cromatografias de intercambio de aniones y de intercambio de cationes. Las fracciones de FVW obtenidas presentan
una actividad especifica superior a 100 Ul de FVW:Ag/mg expresada en unidades de antigeno de FVW por mg de
proteina, pero que contienen proporciones mas notables de factor VIII.

La patente US 6 579 723 describe un procedimiento de preparacion de un FvW muy purificado mediante cromatografia
de inmunoafinidad cuyos inmunoadsorbentes representan anticuerpos dirigidos contra FVW. Se puede preferir
igualmente una etapa de purificacion adicional mediante cromatografia de afinidad de heparina. Sin embargo, el
inconveniente de una purificaciéon por inmunoafinidad es la posible presencia de anticuerpos residuales que puedan
provocar reacciones inmunolégicas.

La patente EP 0 383 234 ensefia la preparacion de un concentrado de FVW pasteurizado mediante cromatografia de
intercambio de aniones, que se utiliza con disoluciones acidas (pH de 5,5 a 6,5) que contienen hidratos de carbono,
para fijar el factor VIl en el intercambiador de aniones. La recuperacion conjunta de FvW, fibronectina y fibrindgeno no
retenidos, mediante lavado del soporte, requiere etapas de precipitacion adicionales para aislar un concentrado de
FvW purificado.

Los autores del documento Josic D y col.: 1 de enero de 1994 (01-01-1994), en 1994, asi como los autores de los
documentos US 5.408.039 y EP 0.503.991, en 1992, ya intentaron purificar el factor de von Willebrand. De este modo,
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el procedimiento aplicado en Josic D y col., 1 de enero de 1994 (01-01-1994), no permite obtener un factor de von
Willebrand con una pureza satisfactoria. En lo que respecta al procedimiento aplicado en los documentos US
5.408.039 (0 EP 0.503.991), los solicitantes han conseguido obtener un factor de von Willebrand con una actividad
especifica de 205 U Ag/mg proteina o de 345 U CBA/mg de proteina, que corresponde a un grado total de purificacion,
con respecto al plasma inicial, superior a 10000 veces. De este modo, el grado de pureza del factor de von Willebrand
no proporciona ninguna indicacién en lo que respecta a la presencia o ausencia del Factor VI II:C en el concentrado de
factor de von Willebrand obtenido al finalizar la purificacion.

Los procedimientos descritos anteriormente presentan el inconveniente de requerir varias etapas sucesivas,
especialmente cromatograficas, lo que supone problemas de rendimiento y lentitud de aplicacién a escala industrial.
Pueden utilizar, segun los casos, soportes cromatograficas con ligandos de origen animal, tales como a base de
gelatina, heparina o colageno susceptibles de ser vehiculo del prion patégeno responsable de la encefalopatia
espongiforme u otros virus especificos de la especie animal considerada. Estas dificultades aumentan debido a la
necesidad de incluir en el procedimiento una inactivacion viral y, en su caso, etapas adicionales de eliminaciéon de
agentes virucidas. Ademas, los concentrados de FVW obtenidos por dichos procedimientos no estan exentos de factor
VIII, lo que presenta el inconveniente de riesgos de trombosis en los pacientes. Ademas, la limpieza o lavado de los
soportes de afinidad asi como su desinfeccion sigue siendo dificil debido a la fragilidad del ligando, que impide el uso
de disoluciones limpiadoras de propiedades desinfectantes fuertes (lejia, sosa caustica, potasa caustica, etc.).
Finalmente, los soportes de afinidad tienen duraciones bastante cortas y su sustitucion frecuente representa una
importante carga financiera que aumenta el precio de coste del producto tratado.

Teniendo en cuenta las crecientes necesidades de fracciones de FVW muy puras, el solicitante se ha propuesto poner
a punto un procedimiento para la preparacién de FVW, cuya aplicacion es muy simple, de alto rendimiento, que no
requiere el uso de soportes cromatogréficos con ligandos de origen animal y que da lugar a un concentrado de FVW de
gran pureza, normalizado, con una actividad especifica muy elevada y exento de factor VIII.

La invencion se refiere a:

1. Un concentrado de factor de von Willebrand de uso terapéutico que se puede obtener por aplicacion de un
procedimiento a partir de una fraccion bioldgica de plasma que contiene factor de von Willebrand, que comprende
una separacion por cromatografia de intercambio de aniones con un soporte de polimero vinilico, de tipo base
débil, incluyendo dicha separacién las etapas de

a) carga del soporte cromatogréafico previamente equilibrado con un tampén adecuado con una fraccion
biolégica que contiene factor de von Willebrand, a un caudal predeterminado, lo que permite la retencién del
factor de von Willebrand

b) lavado de dicho soporte cromatografico con un tampoén acido con un caudal superior al de la etapa a) hasta
eliminar las proteinas y los contaminantes no retenidos;

¢) enjuague y equilibrado del soporte cromatogréafico con el tampoén y el caudal de la etapa a); y

d) elucion del factor de von Willebrand mediante el aumento de la fuerza iénica del tamp6n de la etapa c),
caracterizado porque la relacion Factor VIII:C/FVW:RCo es inferior a 0,06% y porque la tasa de multimeros de
factor de von Willebrand es comparable a la del plasma original.

2. Ademas, el concentrado de factor de von Willebrand presentado anteriormente se puede obtener por aplicacion
de un procedimiento en el que la separacion se lleva a cabo mediante un soporte de polimero vinilico injertado con
grupos intercambiadores de iones que representan DEAE, preferentemente un copolimero de oligoetilenglicol,
metacrilato de glicodilo y dimecrilato de pentaeritritol.

3. El concentrado de factor de von Willebrand también se puede obtener igualmente por aplicacion de un
procedimiento en el que el tampdn de equilibrado de la etapa a) o ¢) esta compuesto por cloruro de sodio,
preferentemente a una concentracion de 0,11 M.

4. El concentrado de factor de von Willebrand también se puede obtener igualmente por aplicacién de un
procedimiento en el que el tampo6n de equilibrado comprende ademas citrato trisédico, cloruro de calcio, glicina y
lisina, preferentemente a una concentracion respectiva de 0,01 M, 0,001 M, 0,12 My 0,016 M, y en el que el pH de
dicho tampdn de equilibrado esta comprendido entre 6,9y 7,1.

5. Concentrado de factor de von Willebrand segin uno cualquiera de los objetos 1 a 4 anteriormente divulgados
gue se puede obtener por aplicacion de un procedimiento en el que el tampon acido de lavado estd compuesto de
una sal alcalina o alcalinotérrea de acido acético, citrico o fosforico, en una concentracion comprendida entre 10 y
30 mM y un pH comprendido entre 3,9y 5,2.

6. Concentrado de factor de von Willebrand segun uno cualquiera de los objetos 1 a 4 anteriormente divulgados
que se puede obtener por aplicacion de un procedimiento en el que el caudal en la etapa de lavado b) corresponde
a un valor superior al de la etapa de equilibrado a) en un factor de aproximadamente 1,5 a 2.

7. Concentrado de factor de von Willebrand segun uno cualquiera de los objetos 1 a 4 anteriormente divulgados
gue se puede obtener por aplicacion de un procedimiento en el que, en la etapa d), la fuerza iénica del tampon de
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la etapa c) estd aumentada por adicidn de cloruro de sodio cuya concentracién final se lleva a 0,15-0,17 M.

8. Concentrado de factor de von Willebrand segun uno cualquiera de los objetos 1 a 4 anteriormente divulgados
gue se puede obtener por aplicacién de un procedimiento que comprende una etapa adicional de inactivacion virica
de la fraccion bioldgica mediante disolvente/detergente, y/o, después de la etapa de elucién d), una o varias etapas
adicionales de

- filtracién esterilizante,

- filtracién de eliminacion virica,

- diafiltracion,

- ultrafiltracién de concentracion,

- adicién de un estabilizante farmacéuticamente aceptable,

- liofilizacién,

- calentamiento en seco de inactivacion virica y,

- reconstitucion del liofilizado caliente en un medio acuoso compatible para uso clinico.

9. Concentrado de factor de von Willebrand segiin uno cualquiera de los objetos 1 a 8 anteriormente divulgados
que se puede obtener por aplicacion de un procedimiento en el que dicha fraccion bioldgica es una fraccién
biologica de plasma, preferentemente una fraccion bioldgica de plasma combinado.

10. Concentrado de factor de von Willebrand o concentrado de factor de von Willebrand seguin uno de los objetos 1
a 4 anteriormente divulgados que muestra una actividad especifica de al menos 90 Ul de RCo/mg de proteina.

11. Concentrado de factor de von Willebrand o concentrado de factor de von Willebrand segin uno de los objetos 1
a 10 anteriormente divulgados en el que el contenido en fibronectina residual es inferior a 0,04 pg/Ul de FVW'R.

De forma ventajosa, la separacién cromatogréafica se lleva a cabo sobre un soporte sintético, resina o gel, cuya matriz
es de tipo polimero vinilico, representando mas preferiblemente un copolimero de oligoetilenglicol, de metacrilato de
glicidilo y dimetacrilato de pentaeritritol, en el que se han injertado grupos intercambiadores de aniones de tipo base
débil, tales como DEAE. Matrices de este tipo se conocen con la denominacion Fractogel®-TSK y, en el contexto de la
invencion, los soportes intercambiadores de aniones representan en particular el DEAE-Fractogel®-TSK 650,
disponible en dos granulometrias, M (rendimiento intermedio) y S (alto rendimiento), y cuyos usos han sido objeto de
muchos estudios. El soporte cromatogréafico se presenta habitualmente en forma de columnas cromatograficas de
dimensiones adaptadas a las aplicaciones deseadas (columna analitica o preparativa).

Por consiguiente, el solicitante ha aprovechado las caracteristicas de rigidez y de gran tamafio de los poros de este
soporte en la aplicacién del procedimiento que permite impedir la acumulacion de determinadas proteinas con
tendencia a precipitar en condiciones acidas durante la cromatografia, tales como fibronectina y fibrinégeno, evitando
de esta forma la colmatacién del soporte, sin tener que recurrir a la adicion de grandes cantidades de azucar, como se
describe en el documento EP 0 383 234. A este efecto, la no acumulacion de estas proteinas se posibilita
especialmente por un aumento del caudal durante la fase del lavado, gracias también a un tiempo de relajacion
importante de éstas para ponerse en las condiciones de pH del tamp6n &cido, teniendo en cuenta su peso molecular (>
300 kDa), y el hecho de su bajo contenido en las muestras de partida, lo que limita la probabilidad de encuentro que
puede conducir a la formacién de polimeros o de agregados in situ.

En el contexto de la invencién, La fraccién biolégica que contiene el factor de von Willebrand representa bien plasma
humano o bien una fraccidn de plasma humano crioprecipitado o de sobrenadante de plasma crioprecipitado que sigue
conteniendo FVW o se ha obtenido por métodos convencionales de fraccionamiento (Cohn y col, J. Am. Chem. Soc.,
68, 459, 1946 y Kistler y col., Vox Sang., 7, 1962, 414-424), que se ha sometido en su caso a un tratamiento de
prepurificacion tal como por adsorcion sobre hidréxido de aluminio, en el que el FYW estd complejado junto con el
factor VI, o bien una fracciéon enriquecida en el complejo factor VIII/FVW recombinante aislado a partir de
sobrenadante de cultivos celulares de acuerdo con técnicas conocidas o finalmente de complejo factor VII/FVW
obtenido en la leche de mamiferos transgénicos como se describe en la patente US 6 518 482. De forma
especialmente preferida, La fraccidon de partida representa una fraccion de FVYW obtenida en una etapa previa de
purificacién de una fraccién del plasma crioprecipitado por via cromatografica utilizando un intercambiador de aniones
de tipo DEAE-Fractogel®-TSK 650, tal como se describe en las patentes EP 0 359 593 y EP 0 503 991. Esta etapa
previa tiene la ventaja de permitir la recuperacién de la mayor parte de las proteinas de interés tales como el factor VI,
fibrinégeno y fibronectina.

El tampon de equilibrio (etapa a) o ¢)) se compone de cloruro de sodio, cuya concentracion es preferentemente 0,11 M,
y puede comprender ademds citrato trisodico, cloruro de calcio, glicina y lisina, a un pH de 6,9-7,1, cuyas
concentraciones para cada uno de los componentes representan respectivamente, de manera preferida, 0,01 M, 0,001
M, 0,12 My 0,016 M. Se puede también utilizar cualquier otro tampon, basado en cloruro de sodio, que comprenda
otros compuestos biol6égicamente compatibles siempre que no desnaturalicen el FVW de manera irreversible.

Cuando la fraccién que contiene el FVW se ha aplicado sobre el soporte cromatogréafico, se procede a su lavado por
percolacion del tampén acido (etapa b)). El tampon &cido esta ventajosamente compuesto de una sal alcalina o
alcalinotérrea de acido acético, citrico o fosférico, a una concentracion comprendida entre 10 y 30 mM, pH
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comprendido entre 3,9 y 5,2, y representa preferentemente un tampén acetato de sodio 20 mM de pH 4,35
aproximadamente. Esta etapa de lavado permite el paso al filtrado de proteinas presentes en la fraccion biologica de
partida, tales como fibronectina, fibrindgeno, Factor VIII, etc., y contaminantes no retenidos o poco retenidos por el
soporte. Se realiza por aumento del caudal aplicado a la etapa a). De esta manera se evita la acumulacion de proteinas
y contaminantes con tendencia a precipitar, sin la necesidad de afiadir los azlUcares que seria necesario eliminar
posteriormente. El caudal de la presente etapa de lavado se selecciona razonadamente para obtener el efecto
buscado, asegurandose de que éste no altere las propiedades fisico-quimicas del soporte cromatografico por sus
valores excesivos. Preferentemente, el caudal de lavado corresponde a un valor superior al de la etapa de equilibrado
a) en un factor de aproximadamente 1,5 a 2. La duracion del lavado viene determinada por medida de la densidad
Optica (DO) del filtrado a la longitud de onda de 280 nm. En efecto, un valor de DO correspondiente al valor inicial es
una buena indicacion de la eliminacion eficaz de los compuestos anteriormente citados del soporte y su salida de la
columna cromatografica.

Tras regresar a la linea de base, se disminuye el caudal al valor de la etapa a) y la elucién del FvW (etapa d)) se lleva
a cabo mediante el uso del tampdn de la etapa a) cuya fuerza iénica se ha aumentado. Este aumento de la fuerza
i6nica se lleva a cabo ventajosamente por adicion de cloruro de sodio cuya concentracion final se lleva a 0,15-0,17 M.
La utilizacién de acuerdo con la invencion del soporte cromatografico de matriz de polimero vinilico de acuerdo con la
invencion, de naturaleza ligeramente hidréfoba, permite la separacion del FYW de las impurezas y/o proteinas
adjuntas, tales como fibronectina. De forma sorprendente, el FvW obtenido mediante el procedimiento carece también
de Factor VIII.

El procedimiento de acuerdo con la presente solicitud puede adaptarse a volimenes de plasma de aproximadamente
4000 litros.

El procedimiento puede incluir al menos una etapa de tratamiento de inactivacion virica de la fraccion que contiene
FvW a purificar. De este modo, esta se puede someter a un tratamiento clasico de inactivacién virica mediante
disolvente-detergente, en presencia de agentes de inactivacion tales como Tween®-TNBP, antes de la etapa
cromatografica, permitiendo esta dultima eliminar totalmente los productos residuales de esta etapa de
descontaminacion.

En particular, una vez se ha recogido la fraccién de FVW, se puede someter a diversos tratamientos destinados a
proporcionarle calidad terapéutica. De este modo, después de la etapa d), el procedimiento puede comprender una o
varias etapas adicionales de filtracion esterilizante convencional seguida de una eliminacion virica, tal como
nanofiltracién en un filtro de 35 nm. A continuacion, la fraccion de FVW se puede diafiltrar para incorporar los
excipientes adecuados destinados a permitir un calentamiento en seco del FVW sin riesgo de desnaturalizacion,
concentrarse mediante ultrafiltracién, acondicionarse en recipientes y liofilizarse, después de la adicion previa de un
estabilizante adicional farmacéuticamente aceptable, tal como la albimina. Finalmente, los liofilizados se someten a
una ultima etapa de inactivacion virica por calentamiento en seco del liofilizado de acuerdo con las condiciones
convencionales, a 80°C durante 72 horas, para la inactivacion de virus no encapsulados que no se inactivaron ni
eliminaron en al menos una de las dos etapas de inactivaciéon y/o de eliminacién de virus anteriores. Los liofilizados
calentados en seco se reconstituyen en un medio acuoso compatible para uso clinico, preferentemente en 10 ml de
agua purificada para inyeccién (PPI) y se pueden inyectar directamente por via intravenosa.

De este modo, la aplicacion del procedimiento, después de la etapa de ultrafiltracién, conduce a un concentrado de
FvW muy purificado, de calidad terapéutica, que tiene una actividad especifica (A.S.) de al menos 90 Ul RCo/mg de
proteina. Ademas, El cociente R, que representa Factor VIII:C/FvW: RCo, es inferior a 0,06%. Este resultado revela
que el concentrado de FVW carece de factor VIl o tiene solamente dosis muy pequenias.

El grado total de purificacion del presente procedimiento es superior a 10 000, cuando se utiliza una fraccion biolégica
de plasma.

El producto final de FVW obtenido, es decir, el liofilizado de FVW caliente reconstituido en agua PPI, tiene un indice de
multimeros, medido con respecto al método 0275 de la Farmacopea Europea, comparable al del plasma, que es del
70%. Las tasas residuales de TNBP y Tween® se ajustan también a los valores fijados por la Farmacopea Europea.

La estabilidad del concentrado de FVYW (después de la ultrafiltracion) se ha estudiado durante 24 horas a temperatura
ambiente: no se detecta ninguna traza de protedlisis. Ademas, el producto final liofilizado de FvW sigue siendo estable
durante un periodo de almacenamiento de aproximadamente dos afios a 30°C y seis meses a 40°C. Tiene una
capacidad de enlace al Factor VIII similar al del FYW presente en el plasma natural.

La invencion se refiere a un concentrado de factor de von Willebrand de uso terapéutico que se puede obtener por
aplicacion del procedimiento anteriormente descrito a partir de una fraccidn biolégica que contiene factor de von
Willebrand, en el que la relacién Factor VIII:C/FVW:RCo es inferior a 0,06%.

Los ejemplos siguientes ilustran realizaciones de la presente invencidn sin limitar su alcance en forma alguna.
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Ejemplo 1

1) Obtencién de una fraccién que contiene FvW

Se utiliza un crioprecipitado de plasma humano resuspendido en una disolucién acuosa de heparina sédica (a 2 U/ml),
aun pHde 7-7,1.

Esta suspension del crioprecipitado se somete a una prepurificacion con hidréxido de aluminio para eliminar los
principales contaminantes, tal como se describe en la patente EP 359 593. El sobrenadante prepurificado se recupera
y se somete a un tratamiento de inactivacién virico convencional mediante disolvente-detergente, en presencia de
Tween®-TNBP.

La disolucion de crioprecipitado precipitado prepurificado se inyecta a continuacién en una columna cromatografica de
Fractogel® TSK-DEAE 650 (M) de 25 cm de longitud y de 1 cm de diametro, previamente equilibrada en tampon
constituido por citrato trisddico 0,01 M, cloruro de calcio 0,001 M, cloruro de sodio 0,11 M, glicina 0,12 My lisina 0,016
M, ajustado a pH 7,01, cuya velocidad lineal de la fase movil se fija a 100 cm/hora. El FVW, el factor VIl y la fibronectina
guedan retenidos en el soporte cromatografico. Las proteinas poco o nada retenidas en el soporte, principalmente el
fibrinbgeno y las IgG, se elimina en el filtrado, asi como los Tween® y TNBP, mediante varios lavados sucesivos con el
mismo tampon.

Cuando la DO, medida a 280 nm, vuelve a su valor inicial, se aumenta la concentracion de cloruro de sodio del tampon
a 0,15 M. En estas condiciones, el FVW se eluye. El eluato asi obtenido esta muy enriquecido en FVW y fibronectina, y
sigue conteniendo Tween® y TNBP, asi como factor VIII residual.

2) Separacién cromatografica

La fraccién enriquecida FYW anteriormente eluida, que constituye un lote de fraccion de partida que contiene el FVW
de acuerdo con la invencion, se carga en una columna cromatografica de DEAE-Fractogel®-TSK-650 (M) de 25 cm de
longitud y de 1 cm de didmetro, previamente equilibrada en tampén idéntico al de 1), con una osmolaridad de 387
mosmolkg™, cuya velocidad lineal se fija a 100 cm/hora. Se inyectan 140 ml de esta fraccion que contiene 12,9 Ul de
FvW/mly 6,6 Ul de Factor VIII/ml, es decir, un cociente R de 51,1% (R= FVIII.C/FVW:RCo).

A continuacion la columna se lava con un tampoén acido de acetato de sodio 20 mM ajustado a pH 4,35 y 80
mosmolkg™, con una velocidad lineal de 150 cm/hora. En estas condiciones, se garantiza una eliminacién muy buena
no solamente de los residuos de los agentes de inactivacion virica, sino también de la fibronectina y, sobre todo, del
factor VIl que seguia complejado con el FVW, sin observar precipitacion de dichas proteinas en la columna. Cuando la
DO vuelve a su valor inicial, se vuelve a poner la velocidad lineal a 100 cm/hora y a continuacion se enjuaga la columna
y se equilibra con el mismo tampon que anteriormente, que contiene NaCl a 0,11 M.

La elucion de la fraccion que contiene el FVW se lleva a cabo por aumento de la concentracion de NaCl en el tampon
de equilibrado a 0,17 M, ajustado a pH 6,95 y 492 mosmolkg'l.

La fraccion eluida de FVW se somete a continuacion a los tratamientos convencionales de filtracion esterilizante en
filtros de 0,22 um, nanofiltracion en filtros de 35 nm, diafiltracién contra una disolucién que contiene arginina, al menos
un aminoécido hidréfobo y citrato trisodico, tal como ha descrito el solicitante en la solicitud de patente FR 03 08403, y
de ultrafiltracion de acuerdo con las técnicas conocidas, de manera que el concentrado de FvW muestra una actividad
especifica (A.S.) de al menos 90 Ul RCo/mg de proteina.

Los concentrados de FVW reciben una adicién de albimina a 10 g/l y a continuacion se liofilizan a -40°C durante 48
horas. La liofilizacion va seguida de un tratamiento térmico de inactivacion virica por calentamiento en seco del
liofilizado a 80°C durante 72 horas.

Para comparar los rendimientos del procedimiento de acuerdo con la invencién en lo que respecta a la calidad del
concentrado de FvW obtenido en términos de actividad especifica, contenido residual en diversos contaminantes
proteinicos, especialmente el factor VI, se han llevado a cabo comparaciones con el concentrado de FVW obtenido
por aplicacion del procedimiento descrito en la patente EP 0 503 991, denominado procedimiento A.

La aplicacion del procedimiento de acuerdo con esta patente comprende los siguientes pasos consistentes en:

- hacer pasar un lote de fraccién de FVW obtenido después de la primera separacion cromatogréafica descrita en 1)
En una segunda columna cromatografica de 25 cm de longitud y de 1 cm de didametro que contienen del
DEAE-Fractogel®- TSK 650 (M) en las condiciones de aplicacion que se describen en 1) (tampon, velocidad lineal
idénticos);

- eliminar el filtrado y enjuagar la columna con el tampdn de equilibrado,

- eluir el FvW por aumento de la concentracién de NaCl en el tampdén de equilibrado a 0,17 M,

- someter el eluato de FVW a una etapa de purificacion adicional en una columna cuyo soporte cromatografico es del

tipo gelatina inmovilizada sobre agarosa equilibrada en tampoén de equilibrado destinada a eliminar la fibronectina
residual.
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El eluato de esta Ultima etapa cromatografica se somete a continuacion a tratamientos de filtracion esterilizante
idénticos, filtracién de eliminacion virica, de diafiltracion, de ultrafiltracion, de adiciéon de albimina, de liofilizacion y
calentamiento en seco.

La Tabla 1 presenta los resultados de los rendimientos de preparacion de las fracciones de FVW expresados en Ul
RCo/mg de proteina, en diversos estadios del procedimiento de acuerdo con la invencion y de acuerdo con A, es decir,
después de todas las cromatografias, ultrafiltracién, y después de la liofilizacion, calentamiento en seco (80°C, 72
horas) y reconstitucién en 10 ml de agua purificada para inyeccion (PPI). Se someten a los mismos tratamientos de
ultrafiltracion y de calentamiento en seco del liofilizado de la fraccion de FYW de partida seguido de una redisolucién en
10 ml de agua PPI. Los rendimientos se expresan en forma de cociente:

A.S.de la fraccién de FvW de partida

R1 =
A.S.de la fraccion de FvW después de las cromatografias

RD = A.S.dela fraccion de FvW de partida ultrafiltrada
~A.S.delafraccién de FvW eluida y ultrafiltrada

3= A.S. del liofilizado de FvW de partida calentado
- A.S.del liofilizado de FvW calentado

Las A.S: (Ul RCo/mg), medidas en el concentrado de FVW y los contenidos de fibronectina residual (TFR)
correspondientes también se indican.

Los valores dados representan los valores promedio de seis ensayos.

Tablal
n==6 R1 (%) R2 (%) R3 (%) As*
TFR pg/UIFVW:R
Co
fraccion de FVW de acuerdoconla | g7,5 | 979455 | 84161 | 98,7456 <0,04
invenciéon
fraccion de FVW de acuerdo con A - 89,4+5,7 84,1+116 | 98,3+145 <0,04
*: A.S. obtenido para el concentrado de FvW

Los dos procedimientos son comparables y proporcionan concentrados de FVW con un rendimiento satisfactorio y un
A.S. elevado en ambos casos.

La Tabla 2 presenta los resultados de los diferentes ensayos destinados a evaluar el tipo de contaminantes proteinicos
y quimicos residuales presentes en un liofilizado de FVW calentado en seco y redisueltos en 10 ml de agua PPI,
obtenido de acuerdo con la invencién (Producto I) y de acuerdo con A (Producto Il). Los valores dados representan los
valores promedio de seis ensayos.

Tabla2
Producto | Producto I
Actividad VIII:C (Ul/ml) 0,035 £ 0,025 18a9,2
R 0,035+0,025 | 1,84a8,85
Contenido en proteinas (g/l) 9-10 11,25+ 0,25
Contenido de Tween® (mg/l) <20 <20
Contenido en TNBP (mg/l) <0,1 <0,1
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Entre el concentrado obtenido de acuerdo con el procedimiento A y el obtenido de acuerdo con la invencién aparece
una diferencia considerable en lo que respecta al cociente R (FVIII:C/FYW:RCo). En efecto, el concentrado obtenido de
acuerdo con la invencion esta practicamente exento de FVIII:C dosificable.

La Tabla 3 presenta los resultados de los rendimientos, actividades especificas y contenidos en fibronectina residual,
obtenidos a partir de un mismo lote de fraccién de partida de FvW, dividido en dos fracciones iguales de FVW, de la que
una se ha sometido al procedimiento de acuerdo con la invencion y la otra fraccion se ha sometido al procedimiento de
acuerdo con A. Los rendimientos se han determinado en diferentes estadios de los procedimientos de acuerdo con las
condiciones descritas para los resultados de la Tabla 1. Los valores dados representan los valores promedio de seis
ensayos.

Tabla 3
n==6 R1(%) | R2 (%) R3 (%) As*
TFR pg/UIFYW:R Co
fraccion de FvW de acuerdoconla | gq, 14 | gg+12 | 863:92 | 98,756 <0,04
invencion
fraccion de FVW de acuerdocon A | 87 £10 | 76,3+7,5 7018 98,3+ 14,5 < 0,04
*: A.S. obtenido para el concentrado de FVW

Los resultados de la Tabla 3 indican claramente que la calidad del producto final de FvW obtenido por el procedimiento
de la invencion es al menos igual a la obtenida con el procedimiento de acuerdo con A, y que los rendimientos son
comparables.

La Tabla 4 presenta el contenido en diversas proteinas presentes en una fraccion de FVW liofilizada y calentada en
seco y redisuelta en 10 ml de agua PPI, obtenida con el procedimiento de la invencién (Producto Ill) y de acuerdo con
el procedimiento A (Producto IV). Los valores dados representan los valores promedio de tres ensayos.

Tabla 4
n=3 Producto lll Producto IV
FVW (ug/ml) 1022 + 57 1015+ 72
FVII (ug/ml) 0,14 £ 0,08 1,82 +0,53
Fibrindgeno (ug/ml) 8,2+5,2 35%+1,2
Fibronectina (ug/Ul FvW:RCo) > 0,04 > 0,04
Inmunoglobulina G (ug/ml) 1,93+£0,71 4,23 £ 0,95
Inmunoglobulina A (pg/ml) 14 2,23+0,46
Inmunoglobulina M (ug/ml) <8,5 28,8+8,9
Inhibidor de intertripsina (ug/ml) 14,83 + 5,25 1,93+0, 83
Plasminégeno (ug/ml) 0,006 0,0106 £ 0,0022
Proteina C (ug/ml) <25 <25

Los resultados de la Taba 4 muestran que la fraccién de FYW de acuerdo con la invencién presenta un contenido
claramente inferior en FVIIl y en inmunoglobulinas M comparada con la obtenida por la aplicacion del procedimiento A.
En cambio, contiene mas cantidad de Inhibidor de inter-a-tripsina (ITl), lo que no es perjudicial para las propiedades
terapéuticas del concentrado de FVW, contrariamente al parametro de contenido en FVIII mensurable.

Ejemplo 2

Se utilizan diversas fracciones que contienen FVW obtenidas a partir de un crioprecipitado sometido al tratamiento
explicado en el Ejemplo 1.1). Estas fracciones de FVW se han ajustado de tal manera que contienen tasas variables del
cociente R (FVIII:C/FVW:RCo) inicial, en una gama de valores comprendida entre 30% y aproximadamente 120%.

Estas fracciones se someten a continuacion a una separacion cromatografica de acuerdo con la invencién y de
acuerdo con el procedimiento A y los diversos tratamientos proporcionan liofilizados calentados en seco y redisueltos
en agua PPI, de acuerdo con las condiciones descritas en el Ejemplo 1. 2).

Los resultados de los rendimientos se encuentran en la Tabla 5.
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Tabla 5

R inicial 32,6% | 51% | 64,6% 120,8%
Rendimiento de FVW de acuerdo con A (%) 92,9 47,4 46,8 97,4

(continuacion)

Rendimiento de FVW de acuerdo con la invencion (%) 93,1 53,4 95,7 104
R de acuerdo con A (%) 8,8 22,8 10,6 21,3
R de acuerdo con la invencion (%) 0 0,05 0 0

La aplicacion del procedimiento de acuerdo con la invencion conduce, por tanto, a una eliminacion casi total del FVIII
5 garantizando un mayor rendimiento de produccion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2483 151 T3

REIVINDICACIONES

1. Concentrado de factor de von Willebrand de uso terapéutico que se puede obtener por aplicacion de un
procedimiento a partir de una fraccion biolégica de plasma que contiene factor de von Willebrand, que comprende una
separacion por cromatografia de intercambio de aniones en un soporte de polimero vinilico, de tipo base débil, y que
comprende las etapas de

a) carga de dicho soporte cromatografico, previamente equilibrado con un tampén adecuado, con una fraccion
biolégica que contiene factor de von Willebrand, a un caudal predeterminado, lo que permite la retencion del factor
de von Willebrand

b) lavado de dicho soporte cromatografico con un tampén acido a un caudal superior al de la etapa a) hasta eliminar
las proteinas y los contaminantes no retenidos;

¢) enjuague y equilibrado del soporte cromatografico con el tampoén y el caudal de la etapa a); y

d) elucion del factor de von Willebrand mediante el aumento de la fuerza i6nica del tampén de la etapa c),
caracterizado porque la relacion Factor VIII:C/FYW:RCo es inferior a 0,06% y porque la tasa de multimeros de
factor de von Willebrand es comparable a la del plasma original.

2. Concentrado de factor de von Willebrand de acuerdo con la reivindicacion 1, que se puede obtener por aplicacion de
un procedimiento en el que la separacion cromatogréfica se lleva a cabo en un soporte de tipo polimero vinilico
injertado con grupos intercambiadores de aniones que representan DEAE, preferentemente un copolimero de
oligoetilenglicol, metacrilato de glicodilo y dimecrilato de pentaeritritol.

3. Concentrado de factor de von Willebrand de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, que se puede obtener
por aplicacion de un procedimiento en el que el tampén de equilibrado de la etapa a) o c) esta compuesto por cloruro
de sodio, preferentemente a una concentracion de 0,11 M.

4. Concentrado de factor de von Willebrand de acuerdo con la reivindicacion 3, que se puede obtener por aplicacion de
un procedimiento en el que el tampdn de equilibrado comprende ademas citrato trisddico, cloruro de calcio, glicina y
lisina, preferentemente a una concentracién respectiva de 0,01 M, 0,001 M, 0,12 My 0,016 M, y en el que el pH de
dicho tampdn de equilibrado esta comprendido entre 6,9y 7,1.

5. Concentrado de factor de von Willebrand segin una de las reivindicaciones 1 a 4, que se puede obtener por
aplicacién de un procedimiento en el que el tampdén &cido de lavado estd compuesto de una sal alcalina o
alcalinotérrea de acido acético, citrico o fosforico, en una concentracion comprendida entre 10 y 30 mM y un pH
comprendido entre 3,9y 5,2.

6. Concentrado de factor de von Willebrand segun una de las reivindicaciones 1 a 4, que se puede obtener por
aplicacion de un procedimiento en el que el caudal en la etapa de lavado b) corresponde a un valor superior al de la
etapa de equilibrado a) en un factor de aproximadamente 1,5 a 2.

7. Concentrado de factor de von Willebrand segin una de las reivindicaciones 1 a 4, que se puede obtener por
aplicacién de un procedimiento en el que, en la etapa d), la fuerza i6nica del tampon de la etapa c) estd aumentada por
adicion de cloruro de sodio cuya concentracion final se lleva a 0,15-0,17 M.

8. Concentrado de factor de von Willebrand segun una de las reivindicaciones 1 a 4, que se puede obtener por
aplicacién de un procedimiento que comprende una etapa adicional de inactivacion virica de la fraccion biologica
mediante disolvente/detergente, y/o, después de la etapa de elucién d), una o varias etapas adicionales de

- filtracién esterilizante,

- filtracién de eliminacién virica,

- diafiltracion,

- ultrafiltraciébn de concentracién,

- adicién de un estabilizante farmacéuticamente aceptable,

- liofilizacioén,

- calentamiento en seco de inactivacion virica y,

- reconstitucion del liofilizado caliente en un medio acuoso compatible para uso clinico.

9. Concentrado de factor de von Willebrand segun una de las reivindicaciones 1 a 8, que se puede obtener por
aplicacion de un procedimiento en el que dicha fraccién biolégica es una fraccion bioldgica de plasma,
preferentemente una fraccion bioldgica de plasma combinado.

10. Concentrado de factor de von Willebrand o concentrado de factor de von Willebrand segin una de las
reivindicaciones 1 a 9, que muestra una actividad especifica de al menos 90 Ul de RCo/mg de proteina.

11. Concentrado de factor de von Willebrand o concentrado de factor de von Willebrand segin una de las
reivindicaciones 1 a 10, en el que el contenido en fibronectina residual es inferior a 0,04pg/Ul de FYW:R.

10



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

