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Método para eliminar una enzima litica a partirde  una mezcla heterogénea
Descripcion
AREA DEL INVENTO

[0001] Este invento se refiere a la purificacion de una macromolécula de interés en su forma intacta y no degradada a
partir de una mezcla que comprende a dicha macromolécula en la presencia de una enzima litica.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

[0002] ComuUnmente, la purificacion de macromoléculas intactas y no degradadas a partir de mezclas bioldgicas se
dificulta debido a la presencia de enzimas liticas en estas mezclas. La presencia de enzimas liticas afecta la
estabilidad de la macromolécula en la mezcla biologica al causar su degradacion. Por lo tanto, la neutralizacion
rapida de la enzima litica en un paso temprano en el proceso de purificacion es beneficiosa para incrementar la
produccion y la calidad (por ejemplo, la homogeneidad, la integridad y/o la funcionalidad) de la macromolécula
purificada.

[0003] La purificacion se complica aun mas cuando la mezcla que comprende a la macromolécula es heterogénea
(es decir comprende a particulas soélidas, es decir, a particulas precipitadas en una solucién acuosa) y, por lo tanto,
no puede exponerse a un proceso de purificacién en el cual la mezcla pase con un caudal especifico a través de una
columna que contiene a una resina comprimida (denominado en este documento como “purificaciéon de columna”) sin
agregar pasos previos, por ejemplo, la solubilizacién de las particulas, dialisis, filtraciones y/o similares para obtener a
una solucion clara.

[0004] La adicion de aquellos pasos previos para remover a las particulas sélidas de la mezcla puede consumir
tiempo y es caro y puede, ademas, remover, no deseablemente, a la macromolécula de interés, resultando,
consecuentemente, en una produccion baja de la macromolécula purificada.

[0005] Por ejemplo, la purificacion de fibrinbgeno en su forma intacta y no degradada a partir de una precipitacion de
hidréxido de aluminio [un subproducto del proceso de fabricacion del factor VIII (FVIII)] se caracteriza por la presencia
de un alto nivel de la enzima litica plasmina y/o plasmindgeno en la precipitacion.

[0006] US 6,815,535 presenta a un método para obtener a una preparacion enriquecida con fibrinégeno, por ejemplo,
a partir de una pasta precipitada de heparina, un subproducto del proceso de fabricacién de FVIII. El método incluye
la adicion de un monto efectivo de un polisacarido sulfatado (SPS - sulphated polysaccharide) a una solucién que
contiene fibrindbgeno para formar a una precipitacion que contiene fibrindgeno; y extraer al fibrinbgeno de la
precipitacion que contiene fibrinégeno con una soluciéon que contiene NaCl y el acido e-aminocaproico, un inhibidor
soluble de la enzima proteolitica plasmina/plasminégeno.

[0007] La patente de Estados Unidos 7'125.569 presenta la remocion de plasmina/plasminégeno de una mezcla
homogénea/clara utilizando a una columna comprimida con acido tranexamico inmovilizado. Las patentes de Estados
Unidos 4'341.764 y 4'455.300 presentan a fracciones diferentes de sus productos durante la fabricacion de FVIII, es
decir, la fraccién residual de hidréxido de aluminio, que puede ser utilizada para la purificacién de fibronectina y
fibrindgeno.

[0008] GB 1480867 A presenta un método para remover a proteasas de proteinas que comprende el tratamiento de
una solucién proteinica con un inhibidor de proteasas insolubles en agua y enlazadas a un portador para remover a la
proteasa de la proteina, la cual es, preferiblemente, calicreina.

[0009] WO 02/095019 Al presenta a un método para remover o aislar especificamente a plasmindégeno o plasmina
en la presencia de fibrinégeno a partir de una mezcla que contiene a plasmindégeno o plasmina mediante el contacto
de la mezcla con un aminoacido rigido donde dicho aminoacido rigido esta enlazado covalentemente con un soporte
sélido mediante un grupo amino del aminoécido.

[0010] DD 204944 Al presenta un proceso de separacion de proteasas a partir de preparaciones de glucosa-oxidasa
en las cuales las soluciones acuosas de la glucosa-oxidasa entran en contacto con un inhibidor inmovilizado de
proteasas en una columna de separacion o en un proceso de lotes y donde el complejo inmovilizado del inhibidor de
proteasas permanece en la columna de separacién o se separa mediante filtraciones.

[0011] Existe la necesidad de un método rapido y efectivo para purificar una macromolécula de interés en su forma
intacta y no degradada a partir de una mezcla que comprende a dicha macromolécula en la presencia de enzimas
liticas.

RESUMEN DEL INVENTO
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[0012] Este invento se refiere a un método efectivo de purificacion de una macromolécula de interés en su forma
intacta y no degradada a partir de una mezcla que comprende a dicha macromolécula en la presencia de una enzima
litica.

[0013] Se puede obtener a la macromolécula purificada como resultado de la neutralizacién y de la remocién de la
enzima litica a partir de una mezcla en una etapa temprana en los pasos de purificacion.

[0014] Por lo tanto, el invento también se refiere a un método para una neutralizacién eficiente y una remocion rapida
de una enzima litica presente en una mezcla biolégica, donde la mezcla comprende a la enzima litica y a una
macromolécula de interés que es sensible a la degradacion mediante la enzima litica.

[0015] En un aspecto, el invento se refiere a un método para la remocién de una enzima litica a partir de una mezcla
biolégica que contiene a la enzima litica y a una macromolécula de interés que es sensible a la enzima litica, donde el
método comprende los pasos de: suministrar a la mezcla biolégica como una mezcla heterogénea que contiene a la
enzima litica y a la macromolécula, donde por lo menos el 50% de la enzima litica se disuelve y por lo menos el 50%
de la macromolécula esta presente en una forma soélida; suministrar a un inhibidor de la enzima litica inmovilizado en
un portador; contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado en lotes; incrementar la solubilidad de la
macromolécula en la mezcla; y separar al inhibidor inmovilizado de la mezcla.

[0016] En una implementacion del invento, la mezcla biolégica comprende a una fraccion celular seleccionada de un
grupo que consiste de un extracto de plaquetas; un extracto de tejidos animales; un extracto 6seo de animales; una
mezcla enriquecida con gelatina o con colageno proveniente de una fuente animal; una mezcla enriquecida con
albumina sérica bovina; una grasa inmiscible en agua derivada de animales; un extracto de cultivos celulares; o un
exudado de cultivos celulares.

[0017] En otra implementacion del invento, la mezcla bioldgica es, o se deriva de, un fluido corporal seleccionado de
un grupo que consiste de semen, esputo, orina, heces, sudor, saliva, mocos nasales, fluido cerebroespinal y una
fraccion sanguinea.

[0018] En otra implementacién del invento, la mezcla biologica es una precipitacion proteinica.
[0019] En otra implementacién adicional del invento, la precipitacion proteinica es una precipitacion criogénica.

[0020] En otra implementacion del invento, la precipitacion proteinica es un subproducto del proceso de fabricacion
del factor VIII y se selecciona de un grupo que consiste de precipitaciones acidas, precipitaciones de enfriamiento,
precipitaciones de hidréxido de aluminio, precipitaciones de glicina, precipitaciones de etanol y pasta precipitada de
heparina.

[0021] En otra implementacion adicional del invento, la precipitaciéon proteinica es una precipitacion de hidroxido de
aluminio.

[0022] En una implementacion del invento, la macromolécula es una proteina.
[0023] En otra implementacién del invento, la enzima litica es una proteasa.

[0024] En otra implementacion adicional del invento, el inhibidor es un analogo de aminoacidos. En otra
implementacion adicional del invento, la macromolécula es fibrindgeno, la enzima litica es plasmina y/o
plasmindgeno, y el inhibidor es un analogo de glicina. En una implementacion del invento, el analogo de lisina es el
acido tranexamico.

[0025] En otra implementacién del invento, la mezcla heterogénea es preparada al suministrar a una precipitacion
proteinica; y suspender a la precipitacion con una solucién acuosa bajo condiciones que retrasan la solubilizacién de
la macromolécula y/o aumentan la solubilizacion de la enzima litica.

[0026] En otra implementacion del invento, las condiciones se seleccionan de un grupo que consiste de un rango de
pH de 7.2-7.3, un rango de temperaturas de 30-32 °C, una concentracion de etanol en el rango de 0.2 a 5%, y una de
sus combinaciones.

[0027] En otra implementacién del invento, las condiciones comprenden a un rango de pH de 7.2-7.3, un rango de
temperaturas de 30-32 °C, y una concentracion de etanol en el rango de 0.2 a 5%.

[0028] En otra implementacién del invento, la precipitacion proteinica esta congelada.

[0029] En otra implementacién del invento, el método comprende ademas el paso de reducir el tamafio medio de
particulas de la precipitacion congelada a alrededor de 2-8 mm antes de la suspension.
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[0030] En una implementacion del invento, la reduccién en el tamafio medio de particulas se ejecuta mecanicamente.

[0031] En una implementacion del invento, la reduccion en el tamafio medio de las particulas se ejecuta utilizando
una licuadora.

[0032] En otra implementacién del invento, el paso de contacto se ejecuta por mas de 30 minutos.

[0033] En otra implementacion del invento, el contacto de la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado se
ejecuta durante 90 minutos.

[0034] En otra implementacion del invento, el paso de separacion se ejecuta mediante centrifugaciones y/o
filtraciones.

[0035] En otro aspecto, el invento se refiere a un método para remover a la enzima litica de una mezcla biologica
precipitada que contiene a la enzima litica y a una macromolécula de interés que es sensible a la enzima litica, donde
el método comprende los pasos de: facilitar a la mezcla biolégica precipitada; facilitar un inhibidor de la enzima litica
inmovilizado en un portador; disolver parcialmente a la mezcla biolégica precipitada con una solucién acuosa para
obtener una mezcla heterogénea que contenga a particulas sélidas que tengan a la macromolécula, donde la
mayoria de las enzimas liticas estan en una forma soluble y donde la mayoria de las macromoléculas estan en una
forma insoluble; contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado en lotes; disolver a las particulas
sélidas en la mezcla; y separar al inhibidor inmovilizado de la mezcla.

[0036] En una implementacion del invento, la mezcla biolégica precipitada se deriva de un fluido corporal
seleccionado de un grupo que consiste de semen, esputo, orina, heces, sudor, saliva, mocos nasales, fluido
cerebroespinal, y una fraccién sanguinea.

[0037] En otra implementacién del invento, la mezcla bioldgica precipitada es una precipitacién proteinica.

[0038] En una implementacion adicional, la precipitacion proteinica es una precipitacion criogénica.

[0039] En otra implementacion del invento, la mezcla bioldgica precipitada es una precipitacion de un subproducto
proveniente de un proceso de fabricacion del factor VIl y se selecciona de un grupo que consiste de una
precipitacion acida, una precipitacion de enfriamiento, una precipitacion de hidréxido de aluminio, una precipitacion de
glicina, una precipitacién de etanol, y una pasta precipitada de heparina.

[0040] En otra implementacién adicional del invento, la precipitacion es una precipitacion de hidréxido de aluminio.
[0041] En otra implementacién del invento, la macromolécula es una proteina.

[0042] En otra implementacién del invento, la enzima litica es una proteasa.

[0043] En otra implementacién, el inhibidor es un analogo de aminoacidos.

[0044] En una implementacion del invento, la macromolécula es fibrindgeno, la enzima litica es plasmina y/o
plasmindgeno y el inhibidor es un analogo de lisina.

[0045] En otra implementacién del invento, el analogo de lisina es el acido tranexamico.
[0046] En otra implementacién adicional del invento, la mezcla biol6gica precipitada esta congelada.

[0047] En otra implementacion del invento, el método comprende ademas el paso de reducir el tamafio medio de las
particulas de la mezcla bioldgica precipitada congelada a alrededor de 2-8 mm.

[0048] En una implementacion del invento, la reduccion del tamafio medio de las particulas se ejecuta
mecanicamente, por ejemplo, mediante una licuadora.

[0049] En una implementacion del invento, el paso de contacto se ejecuta por mas de 30 minutos, por ejemplo, por
90 minutos.

[0050] En otra implementacion del invento, el paso de separacion se lleva acabo mediante centrifugaciones y/o
filtraciones.

[0051] En una implementacién del invento, los pasos de disolver parcialmente a la mezcla biolégica precipitada y de
contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado se ejecutan simultaneamente.

[0052] En otra implementacion del invento, las condiciones de disolucion parcial son seleccionadas de un grupo que
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consiste de un rango de pH de 7.2-7.3, un rango de temperatura de 30-32 °C, una concentracion de etanol en el
rango de 0.2 a 5%, y una de sus combinaciones.

[0053] En otra implementacion adicional del invento, las condiciones de disolucién parcial comprenderan a un rango
de pH de 7.2-7.3, un rango de temperatura de 30-32 °C y una concentracién de etanol en el rango de 0.2 a 5%.

[0054] En otro aspecto, el invento se refiere a un método para purificar a una macromolécula de una mezcla biolégica
gue contiene a la macromolécula y a la enzima litica especifica para la macromolécula. El método comprende los
pasos de: suministrar la mezcla biolégica en forma de una mezcla heterogénea conformada de la enzima litica y de la
macromolécula, donde por lo menos el 50% de la enzima litica estd disuelta y por lo menos el 50% de la
macromolécula estd en una forma sélida; suministrar un inhibidor de la enzima litica inmovilizado en un portador;
contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado en lotes; incrementar la

[0055] Solubilidad de la macromolécula en la mezcla; y separar al inhibidor inmovilizado de la mezcla.
DESCRIPCION BREVE DE LOS ESQUEMAS
[0056]

La figura 1 muestra la concentracion de fibrindgeno coagulable en el transcurso del tiempo de 2 muestras que
contienen fibrindgeno que fueron purificadas de una precipitacion de hidroxido de aluminio que contiene a la
enzima proteolitica plasmina y/o plasmindégeno. Las muestras fueron tratadas con o sin el acido tranexamico
inmovilizado (TEA - tranexamic acid) durante el proceso de purificacion.

La figura 2 es un flujograma que muestra una implementacion de un método para el enriquecimiento de
fibrindgeno incluyendo la remocion de plasmina y de plasminégeno (la enzima litica) de un material precipitado
de hidréxido de aluminio. EI TEA inmovilizado en geles es agarosa y fue utilizado como el inhibidor. EI material
precipitado estaba congelado. La composicion del amortiguador de suspensién utilizado fue de: 480 ml de
amortiguador (7 g de NaCl; 2.95 gramos de citrato de tri-sodio deshidratado; 8 mg/mililitro de albdimina sérica
humana; y agua pura a 1 |; pH = 7.4); 6-40 ml de TEA-Sefarosa asentada; y 3.6 gramos de un 2% de Al(OH)s;
conun pH 7.4.

DESCRIPCION DE LAS IMPLEMENTACIONES DEL INVENTO

[0057] Este invento se refiere a un método efectivo para purificar una macromolécula de interés en su forma intacta y
no degradada a partir de una mezcla que comprende a dicha macromolécula en la presencia de enzimas liticas.

[0058] Los términos “macromolécula intacta” y “macromolécula no degradada” se refieren, por ejemplo, a la
macromolécula natural, fisiolégica, sin dafios y/o funcional.

[0059] Este invento presenta un método para remover a la enzima litica de la mezcla biolégica que contiene a la
enzima litica y a una macromolécula de interés que es sensible a la enzima litica. El método comprende los
siguientes pasos: facilitar a la mezcla biolégica en forma de una mezcla heterogénea que contiene a la enzima litica y
a la macromolécula donde por lo menos el 50% de la enzima litica esta disuelta y por lo menos el 50% de la
macromolécula estd en una forma sélida; facilitar un inhibidor de la enzima litica inmovilizado en un portador;
contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor inmovilizado en lotes; incrementar la solubilidad de la
macromolécula en la mezcla; y separar al inhibidor inmovilizado con la enzima litica enlazada de la mezcla.

[0060] Sin atarse al mecanismo, parece que contactar a la mezcla heterogénea que contiene a la enzima litica con el
inhibidor inmovilizado en lotes resulta en la formacion de un complejo inmovilizado de inhibidor-enzima litica.

[0061] EI término “un complejo inmovilizado de inhibidor-enzima litica” se refiere a una composicion que tiene al
inhibidor inmovilizado y a la enzima litica asociados mediante enlaces covalentes 0 no covalentes. El término
“enlaces no covalentes” incluye, pero no se limita a, enlaces de hidrégeno, enlaces ionicos, fuerzas de Van der
Waals, interacciones hidrofobicas o electrostaticas. El término “complejo” también incluye la forma plural de
“complejos”.

[0062] Este invento también presenta un método para remover una enzima litica de una mezcla biolégica precipitada
que contiene a la enzima litica y a una macromolécula de interés que es sensible a la enzima litica, donde el método
comprende los siguientes pasos: facilitar la mezcla biolégica precipitada que contiene a la enzima litica y a la
macromolécula; facilitar un inhibidor de la enzima litica inmovilizado en un portador; disolver parcialmente a la mezcla
biolégica precipitada con una soluciéon acuosa para obtener a una mezcla heterogénea que contiene a particulas
sélidas que contienen a la macromolécula, donde la mayoria de la enzima litica esta en una forma soluble y donde la
mayoria de la macromolécula esta en una forma insoluble; contactar a la mezcla heterogénea con el inhibidor
inmovilizado en lotes; disolver las particulas sélidas en la mezcla; y separar al inhibidor inmovilizado con la enzima
litica enlazada de la mezcla.
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[0063] El término “remover a una enzima litica de una mezcla” se utiliza intercambiablemente con el término “reducir
el nivel de una enzima litica en la mezcla”, y se refiere a reducir el contenido de la enzima litica en la mezcla.

[0064] EI término “mezcla biologica precipitada” se refiere, cominmente, a una mezcla biolégica que contiene
precipitaciones tales como materiales insolubles y/o sélidos.

[0065] La mezcla biolégica precipitada puede ser facilitada, por ejemplo, al cambiar cualquier pardmetro en una
mezcla de una solucién bioldgica que reduce la solubilidad de las moléculas en la solucion tal como la temperatura, el
pH, y la concentracion de solventes organicos; y entonces, la fraccion soélida/insoluble puede separarse y
recolectarse, por ejemplo, mediante filtraciones, precipitaciones a lo largo del tiempo, por la fuerza gravitacional y/o
después de una centrifugacién.

[0066] EI término “disolver parcialmente a la mezcla biolégica precipitada” se refiere, cominmente, a disolver
incompletamente a una precipitacion con una solucién acuosa que conlleva a la formacion de una solucién
heterogénea que contiene a particulas sélidas y/o no disueltas que son visibles a simple vista.

[0067] En una implementacién del invento, las condiciones de disolucién parcial comprenden a un nivel de pH de 7.2-
7.3. En otra implementacion del invento, las condiciones de disolucién parcial comprenderan un rango de temperatura
de 30-32 °C. En otra implementacién adicional del invento, las condiciones de disolucién parcial comprenden a una
concentracion de etanol en el rango de 0.2 al 5%. En otra implementacién del invento, las condiciones de disolucion
parcial comprenden a un nivel de pH de 7.2-7.3, un rango de temperatura de 30-32 °C, y una concentracion de etanol
en el rango de 0.2 a 5%. En una implementacién del invento, la disolucion parcial se ejecuta durante un periodo de
tiempo de menos de 90 minutos (por ejemplo, menos de 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10,
5 minutos). Se descubrid, de acuerdo a este invento, que el suspender a una fraccion precipitada de hidroxido de
aluminio y exponer a la precipitacion a una solucion conformada de &cido tranexamico (TEA - tranexamic acid)
inmovilizado permitié la remocién de aproximadamente el 80% de plasmina y/o plasminégeno de la precipitacion
suspendida. Por lo tanto, en una implementacién del invento, se removié alrededor del 80% (por ejemplo, 80 + 20%)
de la enzima litica. El término “macromolécula sensible a una enzima litica” se refiere a una macromolécula que
puede degradarse y/o desactivarse, por lo menos parcialmente, por la enzima litica. Se descubrié, de acuerdo a este
invento, que el exponer a una precipitacion de hidroxido de aluminio a TEA inmovilizado (un inhibidor de la enzima
proteolitica plasminégeno/plasmina) en una etapa temprana en el proceso de purificacion de la macromolécula de
fibrinbgeno (una macromolécula que es sensible a, y que puede ser degradada por, el plasminégeno/plasmina)
resultd en una preparacion con niveles incrementados de fibrinégeno funcional en comparacion a una preparacion
obtenida en la ausencia del TEA inmovilizado. Ademas, se descubrid, sorpresivamente, de acuerdo a este invento,
que al agregar al inhibidor inmovilizado (TEA inmovilizado) en una precipitacion suspendida bajo condiciones que
retrasaron la solubilizacién de la macromolécula y/o aumentaron la solubilizacién de la enzima litica (formando una
mezcla heterogénea), se obtuvo una neutralizacién eficiente y una remocion rapida de la actividad de la enzima litica
lo cual resultd6 en una preparacion optima con fibrinégeno funcional. Mas especificamente, se descubrio,
sorpresivamente, de acuerdo a este invento, que la neutralizacién de la enzima litica ocurrié incluso cuando la
precipitacion no se habia disuelta completamente (es decir, estaba parcialmente solubilizada).

[0068] Sin atarse al mecanismo, parece que la enzima litica (estando en una forma soluble) es accesible y puede ser
neutralizada y/o capturada por el inhibidor inmovilizado mientras que la macromolécula (estando en una forma
insoluble) no es accesible y se presume que esta protegida de la lisis por la enzima litica. Con el tiempo, ocurre la
solubilizacion gradual de la macromolécula, y se reduce la concentracion y/o la actividad de la enzima litica libre en la
mezcla (puesto que la mayoria de la enzima litica se inhibe y/o se captura por el inhibidor inmovilizado), y, por lo
tanto, la macromolécula solubilizada esta protegida de la lisis de la enzima litica.

[0069] Mas particularmente, se descubrid, de acuerdo a este invento, que utilizar un inhibidor inmovilizado, en vez de
un inhibidor soluble, permiti6, en general, una facil remocion de la mayoria de la actividad de la enzima litica con el
aglutinamiento del inhibidor inmovilizado y otros materiales no deseables para el proceso tales como hidréxido de
aluminio, por ejemplo, mediante centrifugaciones y/o filtraciones.

[0070] Comparativamente, en el caso que el inhibidor soluble sea una molécula pequefia (por ejemplo, el acido
tranexamico de alrededor de 150 Daltons) su remocién de la mezcla, después de su uso, es factible solamente al
ejecutar varios pasos exhaustivos de exclusion tales como ultrafiltraciones y diafiltraciones.

[0071] En una implementacion como esa (donde se usa una molécula pequefia como el inhibidor), debido a la
diferencia de la masa molecular entre la enzima litica y el inhibidor soluble (cominmente, la masa molecular de la
enzima litica es de alrededor de decenas de kilodaltons 0 mas y la masa molecular de los inhibidores solubles es
cominmente menor que un kilo Dalton), el inhibidor soluble puede removerse de la mezcla por medio de filtraciones
mientras que la enzima litica permanecera en la mezcla y su actividad litica sera restaurada lo cual no es deseable.

[0072] Ademas, se descubrio, de acuerdo al invento, que contactar a la enzima litica con el inhibidor mediante el
método de lotes permite la purificacion de macromoléculas intactas en los casos en que la mezcla que comprende a
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las macromoléculas sea heterogénea y, por lo tanto, no pueda purificarse mediante una resina pre-comprimida en
una columna (denominada en este documento como “purificacion de columna”) sin agregar pasos adicionales
anteriores para obtener una solucién homogénea y clara (por ejemplo, solubilizaciones de particulas, dialisis y/o
filtraciones). Adicionalmente, en lotes, la superficie de interaccién y velocidad de interaccién entre la enzima y el
inhibidor son mayores que cuando se las compara con la purificacion de columna, lo cual expide el proceso de
neutralizacion de la enzima litica.

[0073] El término “purificacion de columna” se refiere, generalmente, a una técnica en la cual se le permite a una
mezcla viajar a través de una columna que contienen a una resina comprimida a un caudal especifico, y un
componente individual esta siendo absorbido por la resina. Generalmente, la purificacién de columna requiere la
remocién de material de particulas, por ejemplo, mediante centrifugaciones y/o filtraciones (para obtener una solucién
homogénea/clara) puesto que las columnas de cromatografia convencionales se construyen rapidamente por
particulas. El material que no se ha enlazado se recauda del otro lado de la columna después de que la mezcla pasa
a través de esta. La purificacion de columna es una técnica bien conocida en la industria tal como se describe en
Practical Protein Chromatography (Cromatografia éPnata Practica) editada por Kennedy y Fowell vaomil Humana
Press, 1992.

[0074] Tal como se utiliza en este documento, el término “método de lotes”, “en forma de lotes”, y “en lotes” se
refiere, generalmente, a una técnica en la cual se contacta a una mezcla con una resina, cominmente en un
procedimiento de absorcion de una sola etapa. El término “procedimiento de absorcidn de una sola etapa” se refiere a
un procedimiento en el cual todos los componentes del proceso de purificacion (por ejemplo, la resina y la mezcla) se
incuban juntos, por ejemplo, en un tanque de agitacion, en un reactor de lotes o en un matraz, y la absorcion se
ejecuta en una forma continua. La fraccion no enlazada puede ser recaudada entonces mediante un paso adicional
de centrifugacion y/o o de filtracion.

[0075] En una implementacion del invento, se contacta a la mezcla con la resina en un contenedor, por ejemplo, un
tubo de ensayo, y después de un periodo de incubacion, se centrifuga al contenedor y se recolecta al sobrenadante
que contiene a la macromolécula. EI método de lotes puede ejecutarse en un contenedor o en un reactor de lotes.

[0076] EI término “resina” se refiere a un “portador” tal como se define mas adelante lo cual comprende,
cominmente, a un inhibidor inmovilizado.

[0077] Los hallazgos de acuerdo al invento abrieron el camino para el desarrollo de un método para purificar
rapidamente y eficientemente a una macromolécula funcional y/o intacta de interés a partir de una mezcla biolégica
heterogénea que contienen a una enzima litica y a la macromolécula de interés mediante una neutralizacion y
remocién rapida de la enzima litica presente en la mezcla. En la mezcla heterogénea, la enzima litica se encuentra,
sustancialmente, en una forma soluble mientras que la macromolécula esta, sustancialmente, en una forma insoluble.

[0078] EIl término “completamente soluble” se refiere a una disolucion del 100%, por ejemplo, sin ninguna particula
sélida. El término “parcialmente soluble” se refiere a que la enzima litica puede tener una disolucién de alrededor de
50% a menos de 100%. Por ejemplo, el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95, el 99 0 menos del
100%, incluyendo cualquier rango entre los porcentajes presentados tales como el 50-55%, el 50-60%, el 50-65%, el
50-70%, el 50-75%, el 50-80%, el 50-85%, el 50-90%, el 50-95%, el 50-99%, el 55-60%, el 55-65%, el 55-70%, el 55-
75%, el 55-80%, el 55-85%, el 55-90%, el 55-95%, el 55-99%, el 60-65%, el 60-70%, el 60-75%, el 60-80%, el 60-
85%, el 60-90%, el 60-95%, el 60-99%, el 65-70%, el 65-75%, el 65-80%, el 65-85%, el 65-90%, el 65-95%, el 65-
99%, el 70-75%, el 70-80%, el 70-85%, el 70-90%, el 70-95%, el 70-99%, el 75-80%, el 75-85%, el 75-90%, el 75-
95%, el 75-99%, el 80-85%, el 80-90%, el 80-95%, el 80-99%, el 85-90%, el 85-95%, el 85-99%, el 90-95%, el 90-
99%, el 95-99%.

[0079] En una implementacién del invento, la enzima litica esta disuelta en un 50 a un 95%. Los porcentajes son de
la enzima litica total que esta presente en la mezcla.

[0080] EI término “completamente insoluble” se refiere a que el 100% esta en forma sélida, por ejemplo, congelada.
El término “parcialmente insoluble” se refiere a menos del 100% en una forma sélida, por ejemplo, la macromolécula
puede estar en un estado sdlido desde alrededor del 50% a menos del 100%, por ejemplo, el 50, el 55, el 60, el 65, el
70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95, el 99 0 menos del 100%, incluyendo a cualquier rango entre los porcentajes
presentados tales como el 50-55%, el 50-60%, el 50-65%, el 50-70%, el 50-75%, el 50-80%, el 50-85%, el 50-90%, el
50-95%, el 50-99%, el 55-60%, el 55-65%, el 55-70%, el 55-75%, el 55-80%, el 55-85%, el 55-90%, el 55-95%, el 55-
99%, el 60-65%, el 60-70%, el 60-75%, el 60-80%, el 60-85%, el 60-90%, el 60-95%, el 60-99%, el 65-70%, el 65-
75%, el 65-80%, el 65-85%, el 65-90%, el 65-95%, el 65-99%, el 70-75%, el 70-80%, el 70-85%, el 70-90%, el 70-
95%, el 70-99%, el 75-80%, el 75-85%, el 75-90%, el 75-95%, el 75-99%, el 80-85%, el 80-90%, el 80-95%, el 80-
99%, el 85-90%, el 85-95%, el 85-99%, el 90-95%, el 90-99%, el 95-99%. En una implementacién del invento, la
macromolécula esta en una forma soélida en un 50 a un 95%. Los porcentajes son de las macromoléculas totales que
estan presentes en la mezcla.

[0081] Una mezcla biolégica puede comprender a una fraccion celular tal como a un extracto de plaquetas; un
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extracto de tejidos animales; un extracto 6seo de animales; una mezcla enriquecida con gelatina o colageno de una
fuente animal; mezclas que contienen albumina sérica bovina; grasa inmiscible en agua derivada de un animal; un
extracto de cultivo celular; o un exudado de cultivos celulares tales como proteinas recombinantes o fracciones de
extractos bacterianos tales como cuerpos de inclusion.

[0082] EI término “extracto de plaquetas” se refiere a una mezcla que comprende a factores derivados de plaquetas.
Comunmente, los extractos son libres de células.

[0083] El término “animal” tal como se utiliza en este documento incluye a sujetos mamiferos y humanos.

[0084] La mezcla biolégica puede derivarse de fluidos corporales de mamiferos y humanos. En una implementacién,
la mezcla bioldgica puede ser semen, esputo, orina, heces, sudor, saliva, mocos nasales, fluidos cerebroespinales, y
una fraccién sanguinea, es decir, un producto de sangre completa tal como una precipitacion criogénica, plasma o
suero. La mezcla bioldgica puede ser una precipitacion proteinica.

[0085] La mezcla biolégica puede ser una fraccién precipitada de plasma humana, una fraccion precipitada de una
precipitacion criogénica suspendida o una fraccion precipitada de plasma humano.

[0086] La precipitacion puede ser una precipitacion criogénica. El término “precipitacion criogénica” se refiere a un
componente sanguineo que se obtiene de plasma congelado preparado a partir de sangre completa, plasma
recuperada o de una fuente de plasma que se recolecta mediante plasmaféresis. Se puede obtener a una
precipitacion criogénica cuando el plasma congelado es descongelado lentamente en el frio, cominmente a una
temperatura de 0-4 °C, lo que resulta en la formacién de una precipitacion que contiene fibrinégeno y el factor XIlI. La
precipitacion puede recolectarse, por ejemplo, mediante centrifugacion.

[0087] La precipitacion puede ser un subproducto del proceso de fabricacion de VFIII, por ejemplo, una precipitacion
acida, una precipitacion de enfriamiento, una precipitacion de hidroxido de aluminio (refiérase, por ejemplo, a la

patente de Estados Unidos 4'455.300), una precipitacion de glicina (refiérager ejemplo, a la patente de Estados Unidos

4'297.344), una precipitacion de etanol y pastaipieda de heparina.

[0088] ElI término “subproducto” se refiere a un material no deseado y/o que no fue elaborado a propésito y/o que no
fue utilizado y/o un material residual producido usualmente o formado en el transcurso de un proceso industrial o
biolégico en adicién al material/producto deseado.

[0089] EI término “precipitacion” y “fraccién precipitada” son intercambiables.

[0090] En una implementacion del invento, la precipitacion proteinica es una precipitacién de hidréxido de aluminio.
Ventajosamente, cuando una precipitacion comprende a hidroxido de aluminio, el hidroxido de aluminio puede ser
removido facilmente de la precipitacion suspendida junto con proteasas que dependen de la vitamina K, por ejemplo,
mediante centrifugaciones y/o filtraciones. En contraste, cuando una precipitacién comprende a heparina, la heparina
no puede removerse facilmente de la precipitacion suspendida mediante centrifugaciones y/o filtraciones puesto que
la heparina se solubiliza en la soluciéon acuosa. Incluso si la heparina pudiese ser removida mediante procesos mas
complejos, por ejemplo, ultra filtraciones, enzimas liticas desinhibidas, las proteasas se quedaran atras en la solucion
libres para atacar a la macromolécula de interés.

[0091] Tal como se utiliza en este documento, el término “enzimas liticas” se refiere a una enzima capaz de degradar
especificamente o no especificamente a moléculas de sustratos. El término enzima litica incluye, pero no se limita a,
enzimas que degradan proteinas (es decir, proteasas tales como colagenasas, plasmina, y/o plasmindgeno), grasas
(es decir, lipasas), ADN (es decir ADNasas), ARN (es decir, ARNasas), almidones (es decir, amilasas), y celulosa (es
decir, celulasas). En una implementacion del invento, el tamafio de la enzima litica esta en el rango de alrededor de
decenas de kilo Daltons 0 mas.

[0092] EI término “una macromolécula de interés” se refiere cominmente a cualquier macromolécula presente en una
mezcla la cual se desea purificar, e incluye a cualquier bio - polimero tal como proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
carbohidratos, por ejemplo, el glicégeno y la celulosa. Cominmente, las macromoléculas proteinicas tienen una masa
molecular que varia entre las decenas a los millones de kilo Daltons o mas.

[0093] El término “una enzima litica” podria referirse a una sola o a una mezcla de enzimas liticas y el término “una
macromolécula” podria referirse a una sola 0 a una combinacién de macromoléculas. En una implementacion del
invento, la macromolécula es una proteina y la enzima litica es una proteasa (es decir, una enzima proteolitica). En
otra implementacion, la proteina es fibrin6geno (masa molecular de alrededor de 270.000-340.000 Daltons). En una
implementacion adicional del invento, la enzima proteolitica es plasmina y/o su zimégeno plasmindégeno [denominado
en este documento “plasmin(6geno)” con una masa molecular de alrededor de 75.000-90.000 Daltons]. En una
implementacion adicional del invento, la macromolécula en la mezcla bioldgica es grasa inmiscible en agua y la
enzima litica es una lipasa. En una implementacién como esa, para obtener a una mezcla heterogénea, la mezcla
bioldgica puede mantenerse a temperaturas bajas y a temperaturas por sobre la temperatura de congelamiento. En
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aguellas condiciones, se disuelve la lipasa en agua la cual es accesible para su inhibidor mientras que las grasas
inmiscibles en agua estan en una forma insoluble y no pueden ser alcanzadas por la lipasa para su degradacion. El
término “mezcla heterogénea” se refiere, en este documento, a una mezcla que comprende a sélidos, que estan
parcialmente disueltos y/o no han sido solubilizados y no pueden pasar, a través de, o ser sujetos a, una purificacién
de columna (por ejemplo, una cromatografia de afinidad, una filtracion de gel, un intercambio de iones, 0 una
interaccion hidrofébica) sin agregar a pasos adicionales anteriores de clarificacién u homogenizacion, por ejemplo, la
solubilizacion de particulas, dialisis, filtraciones y/o similares.

[0094] Agregar pasos previos para remover las particulas de la mezcla puede consumir tiempo y puede ser caro y
también puede remover, en una forma inconveniente, a la macromolécula de interés que esta presente en la mezcla
en una forma sodlida insoluble, lo cual resulta en una baja produccion de la macromolécula purificada.
Ventajosamente, el método del invento se ejecuta sin remover a las particulas sélidas de la mezcla lo cual resulta en
una produccion incrementada de la macromolécula purificada. En una implementacién del invento, la produccion de
la macromolécula es de por lo menos el 90%.

[0095] Una mezcla heterogénea generalmente se refiere a una mezcla que comprende a un liquido y a particulas, por
ejemplo, particulas sélidas y/o insolubles. En una implementacion, la mezcla heterogénea se compone de alrededor
del 50 al 95% (masa/masa) de fase liquida. En otra implementacion, la mezcla heterogénea se compone de alrededor
del 5 al 50% (masa/masa) de particulas sélidas y/o insolubles. En una implementacion adicional, la mezcla
heterogénea esta compuesta de un 80% (masa/masa) de la fase liquida y de un 20% (masa/masa) de particulas
insolubles y/o sélidas. Los porcentajes que se acaban de mencionar se refieren a la fraccién del liquido y las
particulas en la mezcla cuando se empieza a ejecutar el método. Sin embargo, con el tiempo las particulas podrian
disolverse y la tasa, tomando en cuenta la masa, de las particulas solidas y/o insolubles en relacion a la fase liquida
podria alterarse.

[0096] En una implementacién del invento, la mezcla heterogénea comprende a particulas precipitadas suspendidas
en una solucién acuosa.

[0097] La mezcla heterogénea comprende a la mayoria de enzimas liticas en una forma soluble y a la mayoria de las
macromoléculas en una forma insoluble.

[0098] Se descubrid, de acuerdo a este invento, que puede obtenerse una mezcla heterogénea a partir de una
precipitacion al suspender a la precipitacion con una soluciéon acuosa bajo condiciones que retrasan a la tasa de
solubilizacion de la macromolécula y/o aumentan la tasa de solubilizaciéon de la enzima litica. Estas condiciones se
alcanzaron, por ejemplo, mediante el ajuste del nivel de pH a 7,2-7,3, de la temperatura a 30-32 °C, y al reducir la
concentracion de etanol de alrededor del 5% a alrededor del 1%.

[0099] Asimismo, se puede suministrar a una mezcla heterogénea empezando con particulas sélidas que contienen a
la enzima litica y a la macromolécula (por ejemplo, un pellet), y suspendiendo a las particulas sélidas con una
solucién acuosa bajo condiciones que retrasan la solubilizaciéon de la macromolécula en la mezcla. Alternamente, o
en paralelo, se puede manipular la solubilidad de la enzima litica, por ejemplo, agregando agentes que conllevan a la
carga de sal de la enzima tal como la adiciéon de cloruro de sodio o agentes caotrdpicos tales como la urea o el
clorhidrato de guanina.

[0100] El término “pellet” se refiere a la fraccidn insoluble y/o sélida de la solucién que esta separada de la solucién
debido a un cambio en cualquier parametro que reduce la solubilidad de las moléculas en la solucion tal como la
temperatura, el pH, y la concentracion de solventes organicos; y/o se refiere a una acumulacion de moléculas
proteinicas lo suficientemente grandes para poder verse a simple vista y que pueden recaudarse mediante
centrifugaciones a alrededor de 10.000 g. La fraccion insoluble y solida y/o la acumulacién de moléculas proteinicas
pueden recolectarse, por ejemplo, mediante filtraciones, precipitaciones a lo largo del tiempo por la fuerza
gravitacional y/o después de centrifugaciones.

[0101] EI término “pellet”, en ocasiones, se usa intercambiablemente con el término “precipitacién”. Se pueden
presentar a las particulas insolubles y/o sélidas, de acuerdo al método del invento, en un estado congelado. Un
“estado congelado” puede obtenerse a una temperatura en la cual un liquido de una composicién especificada se
solidifica bajo una presion especificada. El término “estado congelado” se utiliza en este documento para incluir a un
estado semi - congelado o completamente congelado.

[0102] En una implementacion del invento, las condiciones que retrasan la solubilizacién de la macromolécula y/o
aumentan la solubilizacion de la enzima litica comprenden a un nivel de pH en el rango de 7,2-7,3. En otra
implementacion del invento, las condiciones comprenden una temperatura en el rango de 30-32 °C. En otra
implementacion del invento, las condiciones comprenden a una concentracion de etanol en el rango de 0,2 al 5%. En
otra implementacion adicional del invento, las condiciones comprenden a un nivel de pH en el rango de 7,2-7,3, una
temperatura en el rango de 30-32 °C, y una concentracion de etanol en el rango de 0,2 al 5%.

[0103] Alternamente, una mezcla heterogénea puede presentarse al iniciar con una mezcla homogénea que contiene
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a la enzimay a la macromolécula y reduciendo selectivamente la solubilidad de la macromolécula en la mezcla.

[0104] La reduccion de la solubilidad de la macromolécula en la mezcla puede lograrse, por ejemplo, mediante
enfriamientos, ajustes del pH, la adicion de solventes tales como la acetona y el etanol, la adicién de agentes tales
como el glicol de polietileno (PEG - polyethylene glycol) y sustancias polivalentes, la adicién de sales anti-caotropcias
tales como el sulfato de amonio y el sulfato de sodio, la adicién de sales u otros agentes que causan una carga de sal
tales como cloruro de sodio y/o similares.

[0105] En una implementacién del invento, la macromolécula es fibringeno, la enzima litica es plasmina y/o
plasmindgeno, y el inhibidor es un analogo de lisina tal como el acido tranexamico y el acido 4-aminometilbiciclo-
[2.2.2.]-octano-1-carboxilico (EMBOCA).

[0106] En otra implementacion del invento, la mezcla biolégica es una precipitacion proteinica, por ejemplo, un etanol
gue contiene a una precipitacion proteinica. En otra implementacién del invento, la mezcla heterogénea se suministra
por la suspension de etanol que contiene (por ejemplo, en la concentracién de hasta un 10% de etanol) a una
precipitacion proteinica que contiene fibrindgeno y plasmin(6égeno) con un solvente. En otra implementacion del
invento se ejecuta a la suspensidon a una baja temperatura (por ejemplo, en el rango de -4 a 20 °C. En otra
implementacion del invento, la suspensién se ejecuta con una concentracién de etanol en el rango de 0.2 al 5%, con
un valor de pH bajo (por ejemplo, inferior a 7.3), y a una temperatura de 30-32 °C. En una implementacién del
invento, bajo estas condiciones, se retrasa selectivamente la solubilizacion de la macromolécula de fibrinégeno y se
aumenta la solubilizacién del plamin(égeno). En una implementacién del invento, el solvente es una solucién acuosa.
La soluciéon acuosa puede contener cloruro de sodio, citrato de tri-sodio deshidratado, albumina sérica humana,
citrato de tri-sodio, glicina, gel de hidroxido de aluminio [AI(OH)s]. La adicion del inhibidor inmovilizado a la mezcla
puede ejecutarse en el paso de suspension al suplementar a la solucion acuosa utilizada para suspender a la
precipitacion con el inhibidor inmovilizado. La solucién acuosa utilizada para suspender a la precipitacién proteinica
puede calentarse previamente (por ejemplo, a una temperatura de 34 °C) antes de su uso. El amortiguador de
suspension puede agregarse a la precipitacion con una tasa del 1:4 entre la masa de la precipitacion y el volumen del
amortiguador de suspension, respectivamente.

[0107] Tal como se utiliza en este documento, el término “un inhibidor inmovilizado en un portador” se refiere a
cualquier modalidad de asociacion del inhibidor con una superficie del material del portador. El inhibidor puede
adherirse al portador mediante enlaces covalentes, enlaces i6nicos, enlaces fisicos, enlaces transversales con un
reactivo bi-funcional y/o mediante cualquier otro método conocido por aquellas personas con conocimiento en la
industria.

[0108] El portador puede tener una superficie hidrofébica o hidrofilica que interactlie con por lo menos una parte del
inhibidor mediante interacciones covalentes hidrofébicas/hidrofilicas. La superficie hidrofébica/hidrofilica del portador
también podria ser un polimero tal como un plastico o cualquier otro polimero donde los grupos
hidrofébicos/hidrofilicos se han enlazado a elementos tales como el polietileno, el poliestireno o el polivinilo.
Alternamente, el inhibidor puede enlazarse covalentemente al portador mediante una molécula o un enlazador que
crea una conexion entre el portador y el inhibidor. El término “enlazador” tal como se acaba de utilizar se refiere a un
brazo o una correa espaciadora que tiene una masa molecular que varia desde las decenas a los millones de Daltons
que es utilizada como un conector intermedio entre el portador y el inhibidor, por ejemplo, el enlazador puede ser una
proteina, un péptido y/o un aminoacido. En caso que el portador se enlace directamente con el inhibidor (sin un
enlazador), podria utilizarse un grupo reactivo adentro del inhibidor, tal como un grupo hidroxilo, un éster o un grupo
amino 0 un grupo para juntar al grupo reactivo presente en el portador para crear al enlace covalente. El portador
también podria tener una superficie cargada o podria modificarse para aportar a un grupo cargado que interactie con
el inhibidor. El portador podria tener a otros grupos reactivos que podrian activarse quimicamente para adherirse al
inhibidor. Por ejemplo, las matrices activadas por el bromuro de cianégeno, las matrices activadas por epoxi, las
matrices activadas por N-hidroxisuccinimida, las matrices activadas por el acido fosfatidico de di-araquinodilo (DAPA
- di-arachidonyl phosphatidic acid), las matrices activadas por diaminodipropilamina (DAPA), las matrices activadas
por 1,6 diaminohexano, las matrices activadas por el acido succinico, las matrices activadas por 1,3 diamino-2-
propanol, las matrices activadas por la etilendiamina (EDA), las matrices activadas por el acido 5-tio-2-nitrobenzoico,
las matrices activadas por piridildisulfuro, las matrices activadas por la yodoacetamida, las matrices activadas por la
maleimida, o sus combinaciones. El portador también podria contener a un material inorganico tal como material de
oxido de silicio, por ejemplo, gel de silice, al cual el inhibidor puede enlazarse covalentemente. El término “portador”
tal como se utiliza en este documento incluye a un soporte, o a cualquier material utilizado para adherir, inmovilizar,
portar, o estabilizar al inhibidor. Los soportes son bien conocidos en la industria tal como se describe en Hermanson et
al. Immobilized Affinity Ligand Techniques (Técnigde Ligandoos con Afinidad Inmovilizada) (AcaderRiess Inc. 1992). El
soporte para ejecutar al método del invento puedeuslquier material que sea capaz de enlazansel aohibidor.

[0109] En una implementacion del invento, el soporte/portador es un material cromatografico. El material
cromatografico puede ser un material hidrofilico tal como la agarosa, la sefarosa, microparticulas acrilicas, la
celulosa, vidrio con poros controlados, geles de silice, dextrano; material hidrofébico tal como la resina; o un polimero
organico artificial/sintético tal como materiales que se basan en poliestirenos de poliacrilamidas. Materiales/polimeros
comunes estan disponibles comercialmente bajo los nombres comerciales Sephacryl® (Pharmacia, Suecia), Ultragel®

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2599480 T3

(Biosepara, Francia), TSK-Gel Toyopearl® (Toso Codapon), HEMA (Alltech Ass. (Deer-field, Ill., Estas Unidos de
América), Eupergit® (Rohm Pharma, Darmstadt, Alempmdemas, materiales que se basan en azlacttMast. Paul, Minn.,
Estados Unidos de América). La agarosa® o la sed@ason particularmente preferidas. Estos materiegtan disponibles
comercialmente de Sigma, St. Louis. En una impléaoédn del invento, el portador es FRACTOGEL® EMRB, matriz

polimérica TOYOPEARL®, o TSK-GEL®.

[0110] Los materiales portadores pueden ser solidos o fluidos. Los soportes sdlidos incluyen, pero no se limitan a,
matrices, microcircuitos (por ejemplo, microcircuitos de silice, de silice-vidrio o de oro), materiales cromatograficos,
diapositivas de microscopios, tubos de ensayo, matraces, botellas, discos de micro titulacion, soportes de ELISA,
superficies de vidrio de plastico, laminas, particulas (por ejemplo, agarosa o sefarosa), microparticulas incluyendo
microparticulas magnéticas, geles, polvos, fibras, y similares. En una implementacion del invento, el portador es un
material cromatografico que se suspende en un medio apropiado y el material espeso resultante es utilizado en un
método de cromatografia de lotes, por ejemplo, utilizando un tubo de ensayo, un matraz, una botella, un receptor de
lotes y similares.

[0111] EI término “inhibidor de la enzima litica” se refiere a cualquier agente (incluyendo un agonista) que es capaz
de enlazarse (o capturar) a la enzima litica e interfiere directamente o indirectamente con su actividad litica en contra
de la macromolécula de interés. El inhibidor puede enlazarse al lugar catalitico, al lugar de enlaces de sustratos, al
lugar alostérico, o a cualquier otra parte de la enzima litica. Se puede utilizar un inhibidor competitivo que compite con
el enlace de la macromolécula con la enzima litica. El enlace del inhibidor con la enzima litica puede ser reversible o
irreversible. Los inhibidores pueden ser de un origen natural, de un origen sintético o de un origen natural con
modificaciones sintéticas.

[0112] El inhibidor puede ser una molécula pequefia (por ejemplo, un aminoacido tal como la lisina 0 un analogo de
aminoacido tal como el acido tranexamico y EMBOCA), un polipéptido tal como un anticuerpo especifico o sus
fragmentos siempre y cuando muestren una especificidad de enlace tal como el anticuerpo completo, un inhibidor de
ribonucleasas, un péptido corto o una secuencia péptido mimética. En una implementacion del invento, el inhibidor es
un analogo de aminoacido tal como un andalogo de lisina. En otra implementacién del invento, el analogo de lisina es
el acido tranexamico.

[0113] EI término “contactar” se refiere a una accién combinatoria que hace que la mezcla heterogénea entre en
contacto con el portador y, mas particularmente, a una accién combinada que hace que la enzima litica entre en
contacto con el inhibidor inmovilizado en una forma que provoca una interaccién de enlace entre el inhibidor y enzima
litica que se encuentra presente la mezcla. La mezcla puede incubarse con el portador durante un periodo suficiente
tiempo que permita el contacto, el enlace y/o la formacién de complejos entre el inhibidor inmovilizado y enzima litica.

[0114] Se descubrié, de acuerdo a este invento, que el contacto de la mezcla heterogénea con el portador que
contienen al inhibidor inmovilizado durante un periodo de incubacién de 90 minutos resulté en una preparacion con
niveles incrementados de fibrindgeno funcional en comparacion con una preparacion obtenida siguiendo un periodo
de incubacion mas corto de 30 minutos. Por lo tanto, la mezcla puede contactarse con el portador que contiene al
inhibidor inmovilizado durante un periodo de incubaciéon de mas de 30 minutos, por ejemplo, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, y 90 minutos o0 mas.

[0115] Sin atarse a ningln mecanismo, parece que una incubacion prolongada permite la captura y remocién
subsiguiente de la mayoria de enzimas proteoliticas, obteniendo, por lo tanto, una macromolécula de fibrin6geno no
degradada y funcional.

[0116] También se descubrio, de acuerdo a este invento, que cuando el material de inicio esta presente en el método
del invento en una forma sélida, por ejemplo, en una forma congelada, la reduccién de tamafio medio de las
particulas del sélido antes del contacto de la mezcla con el inhibidor inmovilizado resulté en una preparacion con
niveles incrementados de fibrinégeno funcional.

[0117] Sin querer atarse por el mecanismo, parece que la reducciéon del tamafio medio de las particulas del sélido
maximiza el area superficial de contacto del sélido con el portador que contiene al inhibidor inmovilizado durante el
paso de contacto lo cual resulta en un enlace rapido y eficiente y en la neutralizacion de la enzima litica.

[0118] EI tamafio medio de las particulas del sélido puede reducirse mecanicamente, por ejemplo, utilizando una
licuadora, cuchillas rotatorias o tamices con cuchillas; manualmente, por ejemplo, utilizando tijeras o al quebrar al
sélido con un martillo y/o con un cincel, 0 mediante cualquier otro método conocido en la industria.

[0119] Se descubrio, sorpresivamente, de acuerdo a este invento, que la reduccién del tamafio medio de las
particulas de un pellet congelado con un cincel y un martillo (para obtener a particulas de tamafio inferior a 5 cm),
seguido por una trituraciébn mecanica (para obtener particulas de 2-8 mm) resulté en una mejor recuperacion de
fibrinégeno funcional en comparacion con la reduccién del tamafio medio de las particulas con un cincel y un martillo,
seguido por una trituracion manual (es decir, cortando el pellet con tijeras).
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[0120] ComUnmente, la trituracion mecéanica es mas rapida, produce particulas de tamafio uniforme, y puede iniciarse
a una temperatura mas baja (en comparacién con la trituracién manual), minimizando el inicio del proceso litico, pero,
por otro lado, durante el procedimiento en si se podria producir calor y se lo podria aplicar al material y, por lo tanto,
podrian ocurrir dafios a la actividad proteinica. En contraste, la trituracién manual (por ejemplo, utilizando tijeras) es
suave, pero consume tiempo y podria conllevar a la produccién de particulas de tamafios variables. Tal como se
indico, la funcion y recuperacion optima del fibrinbgeno se observé utilizando el método de trituracion mecanica.

[0121] EI término “método de trituracion mecanica” se refiere a métodos de desmenuzamiento que utilizan a una
maguina que usa una fuente de energia tal como la energia eléctrica o hidraulica. Un “método de trituracion manual”
se refiere cominmente a métodos de desmenuzamiento que se basan en la fuerza fisica del operador, por ejemplo,
cortando a las particulas sélidas con tijeras.

[0122] En una implementacion del invento, el tamafio medio de las particulas del sélido (por ejemplo, una
precipitacion) se redujo a alrededor de 2-8 mm antes de que se contacte a la mezcla heterogénea con el inhibidor
inmovilizado. En otra implementacién del invento, la reduccién en el tamafio medio de particulas del solido se ejecutd
mecanicamente.

[0123] En otra implementacion adicional del invento, la reduccion del tamafio medio de particulas del sélido se
ejecutdé por medio de una licuadora. En otra implementacién del invento, antes de la trituracién mecanica, el material
sélido (por ejemplo, una precipitacion congelada) fue roto/quebrado con un cincel y un martillo, por ejemplo, para
obtener un tamafio medio de particulas que sea inferior a 5 cm.

[0124] Se descubrio, de acuerdo al invento, que una vez que la enzima litica se captura y se neutraliza en el
complejo con el inhibidor inmovilizado, la macromolécula esta protegida y puede ser solubilizada en una “forma
segura”.

[0125] Asimismo, después de que la mezcla heterogénea se contacta con el portador que contiene al inhibidor
inmovilizado en lotes, la solubilidad de la macromolécula se incrementa. En un paso subsiguiente, el inhibidor
inmovilizado que esta en un complejo con la enzima litica se separa de la mezcla.

[0126] El incrementar la solubilidad de la macromolécula y/o la disolucion de las particulas solidas en la mezcla se
puede ejecutar al alterar las condiciones de la mezcla tal como se indicé anteriormente y/o la solubilidad de la
macromolécula puede alcanzarse siguiendo un tiempo prolongado de incubacion.

[0127] La separacién del inhibidor inmovilizado con la enzima litica enlazada de la mezcla puede ejecutarse mediante
centrifugaciones y/o filtraciones. La centrifugacion puede ser no continua (por ejemplo, a 17.000 g durante 25 minutos
a la temperatura del cuarto) o continua. La centrifugacion continua se usa generalmente para procesar a volimenes
industriales de liquidos. Se ejecuta al suministrar continuamente un fluido en un rotor, recolectando el sedimento en
el rotor mientras se saca continuamente al sobrenadante mientras el rotor gira. Una centrifugaciéon no continua se
refiere, en general, a un proceso de centrifugacion en el cual se suministra al liquido en porciones definidas por cada
ciclo de centrifugaciéon (“lote”) y el sobrenadante se extrae al final del ciclo de centrifugacion después de que se
detiene completamente a la centrifugacion.

[0128] Generalmente, después del paso de centrifugacién, se recauda al sobrenadante dejando a un pelete no
deseado con una aglutinacion del inhibidor inmovilizado y la enzima litica capturada.

[0129] En los casos en los que se utiliza a una precipitacion de hidréxido de aluminio como el material inicio, la
centrifugacion alcanza ventajosamente a la remocion de ambos: el aglutinamiento de hidréxido de aluminio y el
complejo de enzima litica-inhibidor inmovilizado todo en un sélo paso.

[0130] Un paso sucesivo de filtraciéon (por ejemplo, a través de filtros 3 y 1-1.2 um) puede ejecutarse para remover a
los montos residuales de inhibidores inmovilizados y de la enzima litica capturada.

[0131] En caso de que se utilicen microparticulas magnéticas como portadores, la separacion puede ejecutarse
mediante tecnologias de separacién que se basan en microparticulas magnéticas, por ejemplo, tal como se describe
en Bjgrn-lvar Haukanes y Catrine Kvam. Application of gniatic Beads in Bioassays (Aplicacion de Micropakisu
Magnéticas en Bioensayos). Nature Biotechnology é8imblogia Natural) 11, 60 - 63 (1993).

[0132] El inhibidor inmovilizado puede reconstituirsegutilizarse, por ejemplo, al liberar a la enzintizdi enlazada utilizando
una concentracion alta de sal o al utilizar a wrecentracion alta de la forma solubilizada delbidor y luego separando a la
enzima litica liberada y al inhibidor inmovilizaoor ejemplo, mediante centrifugaciones).

Los materiales biolégicos derivados de componesd@guineos son purificados cominmente a partiradécplas inefectivas
para minimizar el riesgo potencial presentado pddgenos que se originan en la sangre.

El procedimiento de purificacion puede ejecutarseiemte nanofiltraciones, tratamientos con soh&detergentes, tratamientos
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con calor, y radiacion gamma o UVC (inferior a 28@)no por cualquier otro método conocido en la gida.

El término “particulas inefectivas” se refiere ayparticula microscopica, tal como, pero sin linsiéiaa, un microorganismo o un
prion, que puede afectar o propagarse en un orgarh®ldgico. Las particulas inefectivas puederpseticulas virales.

El procedimiento de desactivacion de las particulefectivas puede ejecutarse agregando una malédal mezcla antes de, y/o
durante, el procedimiento. Las moléculas agreggdass productos pueden sacarse mediante gravieasignomatografias de
columna, separacion de fases o mediante cualgtriem@todo conocido en la industria. La remociorpdgiculas inefectivas
puede ejecutarse mediante métodos de filtracioa abdorcion selectiva tales como cromatografiaafidelad, de intercambio
idnico o hidrofébicas. Se puede ejecutar un praouitito de desactivacién viral de varios pasos.efanplo, se puede exponer a
la mezcla a un tratamiento de solventes/detergemfgssteurizaciones, a cromatografias selectigasanofiltraciones.

[0133] El término “desactivacion viral” se refiere a ituacion donde virus se mantienen en la mezcla perlos vuelve no
viables (por ejemplo, mediante la disolucion deeubrimiento de lipidos), y/o a la situacién ercilal virus son removidos
fisicamente de la mezcla (por ejemplo, mediantei¢és de exclusion de tamafio).

[0134] EI término “tratamiento de solventes detergen@®@®)’ se refiere cominmente a un proceso que deaaat virus
envueltos o cubiertos con lipidos al destruir @suoltura de lipidos. El tratamiento puede ejesatanediante la adicion de
detergentes (tal como Triton X-45, Tritdbn X-100 evéen 80) y solventes [tal como el fosfato de thgtdo), di- o
trialquilfosfatos]. La combinacién solvente-detargeutilizada para desactivar a virus envuelto$idos podria ser cualquier
combinacién de solvente-detergente conocida emdiastria tal como TnBC y Tritén X-100; Tween 80 yatolde sodio y otras
combinaciones.

[0135] La concentracion utilizada de los solventes y @ detergentes puede incluir aquellas utilizadasUomente en la
industria, por ejemplo, menos del 0.1% de TnBP mmafed 0.1% de Triton X-100. En otra implementadi@hinvento se utiliza
una combinacion de 1% de Triton X-100 y 0.3 ponttiede TnBP. Cominmente, las condiciones bajo laes solvente-
detergente desactiva a los virus consiste de 10¥igfililitro de solvente-detergente con un nivelgH que varia desde 5-8, y
una temperatura que varia desde 2-37 °C duranter@as a 24 horas. Sin embargo, otras combinacidesslvente-detergente
y condiciones adecuadas seran aparentes para ieuglgtsona con conocimiento en la industria. Hitagamiento del solvente-
detergente utilizado en el tratamiento S/D puedeowerse, por ejemplo, utilizando columnas de crografia tales como la
columna de cromatografia de interaccion hidrofék{ldéC - hydrophobic interaction chromatography cofiympor ejemplo,
material de empaque de silice C-18 y SDR (remoc#®&aventes-Detergentes - Solvent-Detergent rerhéisglerD; matrices
de absorcion proteinica tales como matrices decamebio de iones; matrices de afinidad; matriceexdeaccion de aceite y/o de
exclusion por tamafio. En otra implementacion deéno, SDR HyperD, que es un empaque cromatogréfobo de micro
particulas de silice en los cuales el volumen detos se llena con un polimero acrilico hidraf6hieticulado tridimensional,
se utiliza para remover al solvente-detergent&SER HyperD incluye, ventajosamente, una absorciomalgalidad mixta de la
interaccion hidrofébica y se asocia con un efect ekclusion molecular [Guerrier L et al. "Specifiorbent to
remove solvent-detergent mixtures from virus-inadd biological fluids" (“Sorbente especifico pammover mezclas de
solventes-detergentes de fluidos biolégicos desudesactivados”). J Chromatogr B Biomed Appl. 19953:664(1):119-125].

[0136] El término “pasteurizacion” se refiere cominmemten proceso por el cual el calor destruye a \enwaieltos en lipidos y
no envueltos. El término “pasteurizacion” es indembiable con el término “desactivacion por medibcdéor” o “tratamiento de
calor”. La desactivacién por calor puede ejecutarakededor de 60 °C durante 10 horas. Estabilizadales como la sacarosa y
glicina pueden agregarse a la mezcla durante elggmpasteurizacion.

El término “nanofiltracion” se refiere a un procgsor el cual virus envueltos en lipidos y no entagekon excluidos de la
mezcla, por ejemplo, utilizando filtros de escatls nandémetros tales como Planova™ 20N, 35N y 75ikeswlve/70™,
Viresolve/180™.,

[0137] Los centros pueden tener un tamafio de poros desrém 70 nm, preferiblemente entre 15 y 50 nm.eSibargo,
cualquier membrana que tenga un tamafio de pormsesté para reducir o eliminar a virus de la mieepuede utilizarse en la
nanofiltracién. Los virus removidos por nanofiliiees pueden envolverse [por ejemplo, el VIH, elvide la hepatitis B, el
virus de la hepatitis C, el virus del Nilo occidénéd citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein-BHEBV - Epstein-Barr virus)
el virus del herpes simple], y no envueltos (pengjlo, el virus de la hepatitis A, el parvovirus9Bél virus del polio).

[0138] La mezcla puede concentrarse mediante procesosltddiltraciones. La ultrafiltracion puede segeirgon una
diafiltracién para intercambiar al amortiguador. kancentracién y didlisis mediante ultrafiltracisng diafiltraciones,
respectivamente, puede ejecutarse en un paso o0 Zqasos separados. La diafiltracion puede ejesritam cualquier solucion
gque sea adecuada para su administracion humana.

[0139] En un paso posterior de la purificacién, la meesldiomogénea y, si se desease, puede pasargésadeay sujetarse a,
una purificacion de columna para incrementar lafipacion de la enzima critica residual, por ejemg@ll utilizar a una columna
de afinidad empacada con un inhibidor inmovilizan.el caso de que la enzima litica sea plasmin@géa macromolécula de
interés es fibrindgeno, y el inhibidor es TEA yWIBOCA, se puede utilizar un método cromatograficecdiéo en US 7,125,569
y WO02095019.
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[0140] A menudo, los materiales de inicio para la puaifion de macromoléculas son peletes o precipitasidéales como la
precipitacion de hidroxido de aluminio, precipitamés de etanol, precipitaciones acidas, precipiteési de enfriamiento,
precipitaciones de glicina y pastas precipitadakefarina, que comprenden a la macromolécula deémtSin embargo, aparte
de la macromolécula de interés, estos material@spmmden un gran monto de enzimas liticas con ledes aquellas
macromoléculas tienen una alta sensibilidad. Comatenantes de la remocion de estas enzimas I{ficasejemplo, mediante
la purificacién de cromatografia de columna) seoeepal material a un paso de solubilizacion corapfetra obtener a una
solucién homogénea que sea capaz de pasar adiele&solumna. Sin embargo, durante o despuésdtuhilizacion completa,
la macromolécula se vuelve accesible a una degdadpor parte de las enzimas liticas hasta cierta@

[0141] Ventajosamente, en el método presentado por meaatd, las enzimas liticas son capturadas y Hmgiras en etapas
tempranas del proceso de purificacion o de fabiboacuando la macromolécula esta en una forma hublgoo antes de que el
material de inicio sea solubilizado completame®er ejemplo, un inhibidor inmovilizado de la enzilitica se agrega a la
mezcla heterogénea que contienen a la enzima sivicénle y a la macromolécula insoluble. Ademasisel en el método de un
inhibidor inmovilizado en lotes antes de que elarat de inicio se solubilice completamente permit@ neutralizacion rapida
de la enzima litica al inicio del proceso de puation de las macromoléculas. Este paso de saadiin completa de la
macromolécula y la separacién (por ejemplo, uné#rifegacion) permite la remocion de la mayoria @emhzima litica junto con
el aglutinamiento del inhibidor, y permite obtengra preparacion de la macromolécula de interésueforsna intacta y no

degradada

[0142] En una implementacién del invento, la enzimadifdasmina y/o plasminégeno es removida de unapiteason de
hidréxido de aluminio que contiene a la enzimadity a macromoléculas de fibrinégeno. En implenwones como estas, el
inhibidor puede ser acido tranexamico (TEA - tramic acid) que es inmovilizado en gel de sefarb®s. componentes
requeridos para el proceso de purificacion songagies en lotes antes de que la precipitacion sdiBoé completamente o se
disuelva completamente. En otra implementaciénmeinto, el procedimiento de purificacion se ejeai# la siguiente forma: se
obtiene una precipitacion (pellet) congelada dedxido de aluminio; se rompe a la precipitaciongalada con un martillo y con
un cincel hasta obtener particulas con tamafiosdndés a 5 cm; se incuba a las particulas rotad@Gdurante aproximadamente
una hora (hasta que el material del pellet alcameetemperatura de alrededor de 0 °C); se desmenlasgparticulas utilizando
una licuadora durante 2-3 pulsaciones de 15-20nslegucada una con intervalos de 40 segundos estrpulsaciones, hasta
obtener particulas de unos pocos milimetros, mnglo, 2-8 mm; las particulas licuadas son mezslada un amortiguador de
suspension calentado previamente (34 °C) con ureadasl:4 entre la masa de los pedazos de hielo yolemen del
amortiguador de suspension (por ejemplo, 7 g de ;NaQG5 gramos de citrato de tri-sodio deshidrata&lang/mililitros de
albumina sérica humana; y agua pura a 1 |; pH =640 ml de TEA-Sefarosa asentada; y opcionalmariieg de un 2% de
AlI(OH)3; con un pH de 7,4); se agita a la mezcla obtegiistante 90 minutos mientras que se mantiene arlpei@tura a 30-32
°C y a un nivel de pH de 7,2; se centrifuga a laataepor ejemplo, en una forma no continua (17 @026 minutos; temperatura
del cuarto) o en una forma continua; se filtracirenadante obtenido a través de un filtro de 3pangjemplo, a través de un
filtro de polipropileno seguido por un filtro de1]2 um, por ejemplo, fibra de vidrio junto con ufird; se agregan
estabilizadores (por ejemplo, Ty glicina); se ejecutan pasos dobles de desadfivagial, por ejemplo, un tratamiento de
solvente/detergente (S/D) seguido por una pastmibia; se ejecuta un paso de ultrafiltracion/diafdion; se expone a la
solucion obtenida a una purificacion de columnbzatido una columna de TEA-Sefarosa, por ejemplocdmo se presentd en
US 7'125.569 y W0O02095019; y se obtiene a una ceimjm enriquecida con fibrindgeno.

[0143] Por lo tanto, el invento también permite obten®a preparacion enriquecida con la macromolécuiatdeés en su forma
intacta y no degradada y/o una preparacion pudifice la macromolécula en su forma intacta y noadiegla.

[0144] En una implementacion del invento, la macromokdd interés es fibrindgeno y el término “una pragian enriquecida
con fibrindgeno” se refiere a una preparacién quaprende a por lo menos 10 mg/mililitro (por ejeopl5, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65 mg/ml 0 mas) de fibrindgeno fomal.

[0145] El término “preparacion purificada de la macromalé@”, tal como se utiliza en este documento, $ereea una
preparacion obtenida después de la remocién déopmenos el 80% (por ejemplo, 80 + 20%) de la enzlitica a partir del
material de inicio (por ejemplo, una mezcla biotdgy/o una mezcla biolégica precipitada) que coeti@ la enzima litica y a la
macromolécula.

[0146] La concentracion de fibrinégeno funcional puedéinse mediante el procedimiento modificado de emskyfarmacopea
europea (0903/1997) tal como se indica en: Européammacopaiea (Farmacopea Europea), Fibrin sdalgBotiquin sellador
de fibrina). 1997; 0903:858; y Clauss A. Gerinnutysiplogische Schnellmethode zur Bestimmung desirféibens. Acta
Haematol. 1957; 17: 237-246; o mediante cualquiermétodo conocido en la industria.

[0147] El invento se basa en los siguientes experimgnt@dlazgos que usan un ejemplo del método de dowdrinvento. Los
siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no suoitdntes.

EJEMPLOS
[0148] En los siguientes experimentos se removid a lamenproteolitica plasmina y/o plasmindégeno [den@dm en este

documento “plasmin(6geno)”] de una precipitaciomgelada de hidroxido de aluminio que contenia l&rareolécula de
fibrinbgeno y la enzima proteolitica de plasmin(tae
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Materiales y métodos.
[0149] Preparacion de la precipitacion de hidréxido denghio.

[0150] La precipitacion de hidroxido de aluminio (denoadn en este documento como “pellet”) es un subptodobtenido
durante el proceso de fabricacion del factor VEN/(]I).

[0151] Generalmente, durante la preparacion de FVIiiilwindgeno, de fibronectina, del factor Xl juntmn proteasas tales
como el plasmin(6geno) se precipitan desde unapiEmon criogénica re-suspendida mediante laiddide etanol a una
temperatura baja seguido por un paso de centrifiigadntes del paso de centrifugacion, se agrededkido de aluminio a la
precipitacion criogénica re-suspendida lo cualltasen la precipitacion de factores de coagulagide dependen de la vitamina
K tales como el factor II, el factor VII y el factX con el hidroxido de aluminio durante el paso amtrifugacion. La
precipitacion obtenida de hidréxido de aluminio gquatiene fibrindgeno, fibronectina y el factor X#e separa entonces del
sobrenadante que contenia FVIIl y se utiliz6 erelgeerimentos que se describen mas adelante.

[0152] En mayor detalle, la precipitacion de hidroxido aleminio se obtuvo al ejecutar los siguientes gase preparo,
esencialmente, a una precipitacion criogénicadaiase describié en WO 93/05822 y WO 94/22503. iend) la precipitacion
criogénica se prepard a partir de plasma humangetado (-30 °C) que fue descongelado a 4 °C y seviérab sobrenadante.
La precipitacion criogénica fue congelada a -30 °@egpués se descongelé a 0-4 °C. En el siguientg [@aprecipitacion
criogénica que se descongeld un rango de temperatura que variaba desde 10° a 20 °C en un volumen doble de WFI
(agua para inyeccion — water for injection) que contenia a 1-3 U/mililitro de sodio de heparina (se agreg6 heparina
como un inhibidor de proteasas). El pH se ajustd a un nivel de 7-8 utilizando acido acético diluido. Entonces, se
agreg6 un 5% de etanol (para promover la precipitacion de fibrinégeno) que contenia de 1 a 3 U/mililitro de sodio de
heparina a la mezcla en el mismo volumen de la mezcla (masa/volumen) a una temperatura de 10 a 20 °C. El pH se
ajusté a 6,8-7,2 utilizando acido acético diluido. Se enfrié a la mezcla a una temperatura de 10 °C-15 °C mientras se
agitaba y se agreg6 hidréxido de aluminio (agregado para precipitar a los factores de coagulacion que dependen de
la vitamina K) a la precipitacion criogénica re-suspendida a una concentracion final de aproximadamente 0,05%. A
este paso le siguié un paso de centrifugacion (ejecutado a 17.000 g durante 25 minutos a 14-18 °C). Es sobrenadante
(que contenia a FVIII) se removid y se obtuvo al pellet. El pellet contenia entre otras cosas a fibrinbgeno, al factor
Xlll, a fibronectina, a enzimas proteoliticas tales como el plasmin(6geno), a hidroxido de aluminio y a factores de
coagulacién que dependen de la vitamina K. El pellet conformado de una alta concentracién de etanol
(aproximadamente 5% de etanol) y tuvo un nivel de pH inferior a 7,2. El material del pellet fue congelado y se
mantuvo a -80 °C hasta los siguientes pasos de procesamiento.

[0153] Concentracion del fibrindgeno.

[0154] La concentracion de fibrindgeno se midié6 mediante el método de tiempo de coagulacion de Clauss. Este
método mide los niveles funcionales de fibrinbgeno en una muestra desconocida de acuerdo a su tiempo de
coagulacién en la presencia de un monto constante de trombina utilizando una maquina que mide el tiempo de
coagulacion. El tiempo de coagulacién que fue medido para la muestra desconocida se compara con aquellos
obtenidos con una curva de calibraciéon producida con un estandar de fibrinégeno. EI método utilizado es una
modificacién del ensayo Eu. Ph. 0903/1997 tal como se indicdé en: EuropdaarrRacopaiea (Farmacopea Europea), Fibrin
sealant kit (Botiquin sellador de fibrina). 1997908: 858; y Clauss A. Gerinnungsphysiologische Stnethode zur
Bestimmung des Fibrinogens. Acta Haematol. 1957237:246.

Tratamiento de solvente/detergente (S/D).

[0155] Se agregd un 1% (masa/masa) de cada uno de TnBP (Tri-n-butilfosfato) y Triton X-100 (mezcla SYa la
composicion (calentada previamente a 30 °C) mierseamezclaba (aproximadamente 150 revolucionesnpasto). Se agitd
continuamente a la composicién durante 4 horas°€3&n el siguiente paso, la mezcla S/D se remmédiante una extraccion
con aceite de ricino seguido por una cromatogtatieofobica de la siguiente forma: la extraccionadeite de ricino se ejecuto
con un 5% (masa/masa, concentracion final) de eacktricino (aceites de Henry Lamotte) al agitda anezcla durante 25
minutos a 20 °C seguido por una incubaciéon a 20 Y@nde una hora para permitir la separacion dedsssf Se formaron 2
fases, una fase acuosa inferior compuesta dedifpeimo y una fase aceitosa superior compuestardedela S/D. La fase inferior
fue recolectada y filtrada a través de un filtro cma profundidad de 0,8 + 0,45 micrometros (Sar®|@ 300, Sterile Capsule,
Sartorius). La filtracion se transfirié a travésute columna C-18 para remover a los vestigios memntas de S/D.

Pasteurizacion.
[0156] Se agregd un 180% (masa/masa) de sacarosa y ufmidfa/masa) de glicina a la solucion en calidadstibilizadores

durante el paso de pasteurizacion. Se agit6 lemtzngela composicion (50 revoluciones por minutajadte 10 horas a 58-60
°C.
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Composicion amortiguadora |

Componente Concentracion
1 Cloruro de sodio 120 mM
2 Citrato de tri-sodio 10 mM
3 Glicina 120 mM

Valoracién a un pH 7.4; se agregaron a los comgeseh5 antes de su uso

4 2% de gel de hidroxido de 0,75 gramos por cada 30 g del pellet
aluminio(Al(OH),)
5 Gel* de sefarosa de TEA 10 ml (resina asentadg@ptcada 30
g del pellet

* GE healthcare, nimero de catalogo 28-4109-0&g8ego al gel de sefarosa de TEA al amortiguadiizado para la
suspension de las piezas 2 y 4 exclusivamentéi@sg al procedimiento mas adelante).

** “Volumen de la resina asentada’™el volumen dedsina después de que se le permitié precipijatdsspués de remover
el exceso del amortiguador.

Composicion del amortiguador |l

Componente Concentracion
1 Cloruro de sodio 120 mM
2 Citrato de tri-sodio 10 mM

Valoracién a un pH 7,4; se agregaron a los compenedi5 antes de su uso

3 Albumina sérica humana 8 mg/mililitro
4 2% de gel de hidroxido de aluminio 3,6 g por cad@ g del pellet
5 *Gel de sefarosa de TEA 10 ml (de resina asentada)r cada

120 g del pellet

* Se agrego solamente en un grupo de tratamieefi@r@se al procedimiento mas adelante).
** “Yolumen de la resina asentada’-el volumen dedsina después de que se le permitio precipijadsspués de remover
el exceso del amortiguador.

Composicion del amortiguador Il

Componente Concentracion
1 Cloruro de sodio 120 mM
2 Citrato de tri-sodio 10 mM
3 Cloruro de calcio 1 mM
Valoracién a un pH 7,0-7,2

Ejemplo 1: Remocién del plasmin(égeno) de un matetiade una precipitacién de hidréxido de aluminio guecontiene
fibrindgeno

[0157] EI material de la precipitacion de hidréxido dermainio que es un subproducto del proceso de pacifin de FVIII
(descrito en la seccion de materiales), contienmonto grande de fibrindgeno. Por lo tanto, eséxipitacion de hidroxido de
aluminio puede utilizarse como un material de mijgara la purificacion de fibrinégeno. Sin embargste material usualmente
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contiene altas concentraciones de enzimas prataslitpor ejemplo, el plasmin(6geno) que podriactaf a la estabilidad de la
macromolécula de fibrindgeno.

[0158] La precipitacion de hidréxido de aluminio (pell&éie suministrada en forma de un bloque congeladdntencién del
siguiente experimento era la de neutralizar y rema¥ plasmin(égeno) lo mas pronto posible a pdsieste pellet para evitar
degradaciones de la macromolécula de fibrindgenavés de los siguientes pasos de purificacion.

[0159] Al inicio del proceso de purificacion, es ventajas reducir el tamafio medio de las particulas etau;is para maximizar
al area de la superficie de contacto del pelletlaosolucion amortiguadora que sera utilizada empaso subsiguiente. Por lo
tanto, el primer método fue el de producir parisutongeladas de 2-8 mm del pellet. Se probaromét@dos diferentes para
reducir el tamafio de las particulas: Una tritunacitanual utilizando tijeras o una trituracion mecanutilizando una licuadora
(antes de cada método, se redujo al tamafio dattsysas utilizando un cincel y un martillo).

[0160] Comunmente, la trituracidbn mecanica es mas ramoajuce particulas de tamafios uniformes, y se piedar a
temperaturas mas bajas (en comparacion con laatittn manual)-minimizando el inicio del proceg@di, pero, por otro lado,
durante el procedimiento en si se podria genetar ebcual seria aplicado al material y, por Iotta podrian causarse dafios a la
actividad proteinica. En contraste, la trituracidanual es suave, pero consume tiempo y podria giraaparticulas de tamafios
variados.

[0161] EI siguiente método fue el exponer a las partécolangeladas de 2-8 mm que contenian fibrindgelaoremocion de
plasmin(égeno). Con este fin, las particulas deHieron expuestas en lotes al &cido tranexamioovilizado bajo condiciones
especificas que permiten la formacion de una mezetarogénea. Los siguientes parametros afectawlibilidad de las
moléculas: la temperatura, el pH y la presencisolieentes organicos. Se suspendieron a las paticohgeladas del pellet de 2-
8 mm en soluciones diferentes (con o sin el adidoekamico inmovilizado) en las cuales se ajustasins parametros para
obtener a la mezcla heterogénea.

[0162] Para crear inicialmente a una solubilidad difei@rdel plasmin(6geno) y del fibrindgeno, se susleon a las particulas
congeladas de 2-8 mm que conforman al pellet diécplrs en un amortiguador que contiene al acidoetxamico congelado
(composicion del amortiguador | tal como se espEcEn la seccion de materiales y métodos) conivel de pH ajustado a 7,2-
7,3, se mantuvo a la temperatura entre 30-32 °@,ngdujo la concentracion de etanol a entre aladeel 5% a alrededor del
1% (como resultado de la adicién del amortiguades)e paso de suspension se ejecuté mediante eutzacion durante 30 o 90
minutos. Después del paso de suspension, se agntyifse filtrd a la mezcla para remover al hidiéxile aluminio, el inhibidor
inmovilizado, y al plasmin(6geno) capturado de &zata.

[0163] Para examinar si la macromolécula obtenida deénfigeno es funcional, se midié la concentracion fiein6geno
mediante el método de tiempo de coagulacion de €@escrito anteriormente en la seccidn materialaétpdos.

[0164] El procedimiento de purificacidn se ejecutd edfmshente tal como se menciona a continuacion:

1. Se introdujo al material de inicio de la precipifecde hidroxido de aluminio del pellet (preparadd como se
describi6 en la seccion de materiales y métodogjagleso de purificacion en forma de un bloque etaup sdlido, a -
80 °C. Se removi6 al pellet congelado del congelagdse rompié con un cincel y con un martillo patdeoer 4
pedazos congelados de 30 g cada uno (pedazos opdsfips que 5 cm). Se enviaron a los pedazos calogetaun
congelador a -20 °C durante aproximadamente unayhseales permitié equilibrarse a -20 °C. Entonsesincubd al
material a la temperatura del cuarto (20-25 °C) mherd5 minutos hasta que los pedazos alcanzarotempeeratura de
aproximadamente 0 °C.

2. En el siguiente paso, se redujo el tamafio de [p=dézos. Los pedazos 1y 2 fueron triturados/dasraeios (2 veces
durante 20 segundos cada vez con un intervalo dediihdos) utilizando una licuadora/o una maquénaitliracion a
la velocidad més alta (licuadora comercial, mo®88L74, Waring Commercial, CO, Estados Unidos de Acagry
los pedazos 3 y 4 se cortaron con tijeras. En amt#dsdos se obtuvieron pedazos de alrededor dsm2x8Este paso
fue ejecutado a la temperatura del cuarto.

3. Se suspendieron a cada uno de los 4 pedazos dasicartados de hielo del pellet en 120 ml de agqatior de
suspension pre-calentado (34 °C) (a una tasa denird la masa de los pedazos de hielo y el voludeeamortiguador
de suspension). Se utilizaron a 2 amortiguadofesatites con (los pedazos 2 y 4) o sin (los pedhzo3) gel de TEA-
Sefarosa (refiérase a los componentes del amodiiguen la seccién de materiales y métodos bajo pomioion del
amortiguador 1”). Los pedazos 1 y 3 (sin el gelTd®A-Sefarosa en la composicion del amortiguadoryitdizaron
como referencia. Se agitaron a las soluciones afigpositivo agitador magnético durante 10 minudsntras que se
mantuvo a la temperatura entre 30-32 °C.

4. Se ajusté al pH a 7,2-7,3 utilizando 0,1 M de NaOH.

5. Se incub6 a la solucién mientras se agitaba a 3%=3@urante 30 minutos (una suspension durante BOtod). Se
monitoreo al pH y se ajusté al pH a 7,2-7,3 utiida 0,1 M de NaOH.
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6. La mitad de cada una de las soluciones se transfisin nuevo tubo de ensayo y se proces6 inmediatarde acuerdo
al procedimiento indicado mas adelante (desdesal pa&n adelante). El resto se incub6 durante 60tos adicionales
(una duracion total de la suspension de 90 minatdsyendo los 30 minutos que se ejecutaron erasb [5) mientras
se agitaba a 30-32 °C. El pH se monitoreo cadaiQtos y se ajusté con 0,1 M de NaOH a 7,2-7,3.

7. Las soluciones de todos los 8 tratamientos*fuerentrfugadas a 17.000 g durante 25 minutos a 20 °€l y
sobrenadante (que contenian fibrindgeno) se transfiun nuevo tubo de ensayo. Este paso fue ejgcytara remover
al aglutinamiento del hidroxido de aluminio, el wiglamiento del gen de sefarosa de TEA y el plaggino)
capturado.

8. Se filtr6 el sobrenadante utilizando una bombaspdtica a través de un filtro pre-humedecido (ebamortiguador de
suspension) MidiCap de 3 um (Sartorius, Sartopurmeno de catadlogo PP2 #5595302P7-00-A). Para alatidos al
fibrinbgeno durante la filtracion, se mantuvo gilasion pox0.2 bar ajustando la velocidad de la bomba.

9. Se realiz6 una filtracion adicional utilizando uitrdé de fibra de vidrio (GF — glass fiber) MidiCaje 1.2 micrémetros
(Sartorius, Sartopure GF+; numero de catdlogo #BB%B57-00-A). Los 2 pasos de filtracién resultaron uma
remocion maxima del hidréxido de aluminio, del del TEA-Sefarosa y de residuos capturados de entititas. El
primer paso de filtracion (a través del filtro dam®) se ejecutd para evitar un bloqueo del filedlg?2 micrémetros.

10. Se agreg6 0,1 M de Ca( una concentracion final de 1 mM por razonessthbéizacion.

[0165] Los tratamientos fueron-tratamiento 1: el pelliétitado mecénicamente; tratamiento 2: el pellairado mecénicamente
y tratado con TEA inmovilizado; tratamiento 3: peéltriturado manualmente; tratamiento 4: pelldutado manualmente y
tratado con TEA inmovilizado. Cada uno de los trégamos 1-4 se suspendieron y se incubaron dur@nee9® minutos.

[0166] La concentracion de fibrinégeno se midié en Iggos diferentes en 2 momentos en el tiemponal @el paso 10 (T0)
dias después de la incubacién a la temperatureudedo (20-25 °C; T4). Se midi6 la concentraciorfidendgeno mediante el
método de tiempo de coagulacidon de Clauss tal candescribié en la seccion de materiales y métodos.resultados se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1: concentracién de fibrindgeno en los difegs tratamientos a los diferentes momentos eanspb.

Tratamiento Duracion de la suspension (minutos) 30 ®
Concentracioén de fibrinégeno (miligramo/mililitro)

Tiempo de incubacion (dias) TO T4 TO T4

1 Mecéanica (licuadora) 35,8 0 36,8 9,3

2 Mecénica (licuadora) + TEA 40,2 23,0 57,6 27,5

inmovilizada
3 Manual (tijeras) 17,3 2,2 42,2 1,6
4 Manual (tijeras) + TEA inmovilizada 25,8 11,9 a4, 25,5

*Ambos métodos mecanico y manual incluyeron un pa®svio de reducir manualmente el tamafio medioadephrticulag
utilizando un cincel y martillo (refiérase al pasdel procedimiento de purificacion mencionado aotmente).

[0167] En los grupos 1y 3 se observé que cuando seikodudl pellet con solamente el amortiguador ilelifdgeno se degrado
casi completamente en T4. Por lo tanto, es critedralizar a las enzimas liticas durante el passotlbilizacion.

[0168] Tal como se observo en los grupos 2 y 4, estaadagion se controlé mediante la adicién de TEA wilizado.

[0169] También se observo que la reduccion del tamafigongedias particulas mediante un método mecanioi@mdo con la
adicion de TEA inmovilizado dio mejores resultad@abla 1 tratamiento 2 vs. 4).

[0170] Mas especificamente, se observd que el tratamiz(#gs decir, la reduccion mecanica en el tamaflagparticulas y la

suspension de 30 o de 90 minutos en la presenaim digehibidor inmovilizado) resulté en una concantén incrementada de
fibrindgeno en TO y T4 en comparacién con los otraamientos (tratamientos 1, 3 y 4). La comparaeintre los 2 periodos de
suspension (30 vs. 90) del tratamiento 2 muest& euperiodo prolongado de suspension (90 minutes)lté en una

concentracion incrementada de fibrinbgeno en coagp@n con el periodo mas corto (30 minutos) en2lasomentos en el

tiempo (27,5 en comparacion a 23,0 miligramos/itmidilen T4; y 57,6 en comparacion con 40,2 miligoafmililitro en TO).

[0171] Ademés, se observd que la adicion de un inhibidomovilizado en el amortiguador de suspension téseh una
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concentracién incrementada de fibrinbgeno en ambosentos en el tiempo en comparacion con el grigaoantrol sin el
inhibidor inmovilizado (comparé el tratamiento 2ad tratamiento 1, el tratamiento 4 con el tratnto 3).

[0172] Se descubrié, por lo tanto, que, para obteneraamercromolécula funcional de fibrinégeno, es berefo agregar a un
inhibidor inmovilizado al amortiguador de suspensiientras se crea una solubilidad diferencial eeedr fibrindgeno y el
plasmin(égeno). Ventajosamente, para incrementamas la funcionalidad, las particulas materialesdpn reducirse mediante
medios mecanicos, por ejemplo, a un tamafio medpadéulas de 2-8 mm (puede ejecutarse una reffuctanual previa en el
tamafio medio de las particulas de menos de 5 cr@$ de la suspension y la suspension podria ejseutiarante un periodo
prolongado de tiempo (tal como 30 minutos 0 mas).

[0173] En el tratamiento 2 con una incubacion de 90 romuaproximadamente el 80% del plasmin(égeno) mevié de la
precipitacion.

[0174] EI siguiente experimento se ejecutd para verifioarresultados previos y examinar el efecto debde utilizado para

reducir el tamafio medio de las particulas antespdsb de suspension (trituracion mecanica vs. nhatorao 2° paso de
reduccion del tamafio de las particulas) y la daredel paso de suspension (30 versus 90 minutol fmcionalidad de la

macromolécula obtenida de fibrinbgeno. En esteraxgato, todos los grupos de tratamiento se suspemden la presencia de
un inhibidor inmovilizado.

[0175] El procedimiento se ejecutd tal como se indicélen pasos 1-10 mencionados anteriormente con tasestes
modificaciones:

1) Sdlo 2 pedazos congelados se obtuvieron en ellpaswo se triturd utilizando una licuadora y ebdire cortado
con tijeras; 2) ambos pedazos congelados, se slispam en el paso 3 en un amortiguador que indugel de
TEA-Sefarosa (se utilizé al amortiguador de susigenktal como se listo en la seccion de materiglesétodos
excepto que soélo se utilizd a 7 ml de resina adanpmr cada 30 g del pellet); 3) en el paso 9,jessu la
filtracion utilizando 1 um de Ultipor GF+ un filtr@PALL, niumero de catalogo U010Z047050) en vez (& 1
micrémetros.

[0176] Se midi6 la concentracién de fibrindgeno de Idsrdintes grupos en TO (al final de los procesa3)dyas después de la
incubacion a la temperatura del cuarto (20-25 °Q; I8 medicion se ejecuto tal como se describiérioimente.

Tabla 2: Concentracién de fibrindgeno con diferem@nfiguraciones en los diferentes momentos &arepo

Tratamiento Duracion de la suspensién 30 90
(minutos)

Concentracion de fibrinégeno
(miligramo/mililitro)

Tiempo de incubacion (dias) TO T1 TO T3
1 Mecanica (licuadora) 25,4 19,5 27,9 24)2
2 Manual (tijeras) 21,6 19,0 21,3 7,2

[0177] Los resultados confirman a los resultados preyimsiestran que reducir ventajosamente al tamaficordedas particulas
congeladas utilizando un método mecanico (adicineate a una reduccion manual previa del tamafio angeli particulas
utilizando un cincel y un martillo) combinado conauduracién prolongada de la suspensién (por een®@ minutos) en la
presencia de un inhibidor inmovilizado resulta, tagsamente, en una concentracién incrementadibrilgdgeno (refiérase a la
concentracion de fibrindgeno en TO y T3 con unquiride suspension de 90 minutos del tratamiento domparacion a los
grupos paralelos de tratamiento).

[0178] Un experimento de gran escala se ejecuté con H&um pellet congelado. En este experimento,dac@on del tamafio
de particulas de todos los grupos de tratamienéjeseitd mediante medios mecanicos y se ejecutéusEension (90 minutos).
Este experimento incluy6 a 2 grupos de tratamiesuspendidos con o sin un inhibidor inmovilizado.

[0179] Se ejecuto al experimento en la misma forma quedieé anteriormente excepto que: (1) Se preparartbs pedazos
congelados de 120 g (refiérase al paso 1 en eégim@nto indicado anteriormente) y se ejecutdigpsension en el paso 3 en
480 ml de amortiguador calentado previamente (34t&QJomo se menciond anteriormente-una tasa deritré la masa de los
pedazos de hielo y el volumen del amortiguadorudpension); (2) Se ejecutd una reduccion del tandafilas particulas por
medio de una licuadora (tal como se indicé anterémite en el paso 2); (3) La composicion del amaatigr 1l se utilizoé en el
paso 3 (para la suspensién) y 8 (para la humidificade la bomba); (4) Solamente se ejecutd urogerfle suspension de 90
minutos; (5) Se ejecuté una estabilizacion (pasangdcionado anteriormente) también mediante laiG@dide glicina a una
concentracion final de 120 mM (en el procedimigm@vio se incluyé glicina en el amortiguador depgunsion, por lo cual no se
agrega en el paso de estabilizacion).
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[0180] En este experimento se ejecutaron pasos adic®dalproduccion (adicionalmente a aquellos mendimsian los pasos 1
a 10) tal como se indica mas adelante.

[0181] Los materiales biol6gicos administrados a humatel®en sujetarse a pasos de desactivacion de drasnmnimizar el
riesgo potencial presentado por patégenos quegiean en la sangre. Por lo tanto, se sujet6 aaposicion obtenida a 2 pasos
de desactivacion viral: el tratamiento solventefdgnte (S/D) que desactiva los virus envueltoBpdos; y la pasteurizacion
por la cual el calor destruye a los virus envuedndipidos y los virus que no estan envueltosigidds (se especifica a ambos
tratamientos en la seccion de materiales y méto&msgl siguiente paso, la composicion viralmemsadtivada se diluyo con 2,5
masas (para reducir la viscosidad) del amortigué@digrase a la composicion del amortiguador Ué ge indicé anteriormente)
y se filtré a través de un filtro de 3 um (Sart@®P2, Sartorius) para remover a particulas gruésasestabilizadores (la
sacarosa Yy la glicina que se agregan en el pasopatgeurizacion) se removieron de la solucion méeian
ultrafiltraciones/diafiltraciones en contra del atiguador Il usando cintas con un tamafio de pdm400 K (Pall). La solucién
homogénea resultante fue sujeta a una purificag@rolumna utilizando una columna de TEA-Sefar@& fealthcare) para
remover el plasmin(6geno) remanente de la soluiboomo se describié en EP 1390485. Se concentohees a la solucion
mediante ultrafiltraciones [utilizando cintas dengdios de poros de 100 K (Pall)] a una concentrad@80-120 mg/mililitro de
proteinas totales y formulada con glicina (agregadaa concentracion de 120 mM), y clorhidrato gnana (agregado a una
concentracion del 2%).

[0182] La concentracién de fibrindgeno se midié en grugiesentes (con o sin inhibidores inmovilizadosetmmortiguador de
suspension) en TO (al final del proceso de produmdgy a los 2, 3, 5, 8 y 11 dias después de lebamian a la temperatura del
cuarto (20-25 °C). Los resultados se muestran t@abla 3 y en la figura 1.

Tabla 3: Concentraciones de fibrindgeno al pasaietepo en muestras tratadas con o sin gel de $Ef#@&rosa durante el paso
de suspension

Tratamiento durante el paso de Concentracion de fibrindgeno (miligramos/mililitro) **
suspensién
Tiempo de incubacion (dias)
0 2 3 5 8 11
Con TEA-Sefarosa inmovilizada 56 56 *ND 57 53 57
Sin TEA-Sefarosa inmovilizada 47 50 44 38 28 *ND

* ND - Indeterminado (Not Determined)
** Se examind una prueba en cada momento del tie@pda muestra se leyd 2 veces.

[0183] Los resultados concuerdan con los resultados gggvimuestran que la adicién de un TEA inmovilizedoel paso de
suspension resultd en una concentracion incremendad fibrinbgeno en TO (es decir, una producciécreimentada de
fibrinbgeno) en comparacion con tratamientos quéemen a TEA inmovilizada en el paso de suspension

[0184] Adicionalmente, las muestras tratadas con TEA inlmado en el paso de suspension mostraron urebiédad
incrementada en comparacion a las muestras queenanfexpuestas a TEA inmovilizado en el paso dpension. Por ejemplo,
no se observo ninguna reduccion sustancial enneertracion de fibrinégeno en el transcurso dedpie en las muestras tratadas
con gel de TEA-Sefarosa inmovilizado durante ebpds suspension incluso 11 dias después de ladoicuba la temperatura
del cuarto. Mientras que las muestras que no fugatadas con el gel de TEA-Sefarosa inmovilizad@lepaso de suspension
mostraron aproximadamente una reduccién del 40f% eoncentracion de fibrinégeno después de 8 dias.

[0185] La figura 2 muestra un flujograma de pasos dmfdeémentacion para la remocion de plasmina y plaggdno (la enzima
litica) a partir de un material de una precipitacite hidréxido de aluminio que contiene a fibrindgdla macromolécula). El
acido tranexamico inmovilizado en gel de Sefar@satiizé como un inhibidor y se agreg6 al amordigor de suspension. El
material de la precipitacién se suministré en wrenh congelada. La composicion del amortiguadosuspension utilizado fue
de: 480 ml de amortiguador (7 g de NacCl; 2,95 grad®sitrato de tri-sodio deshidratado; 8 mg/mililide albumina sérica
humana; y agua pura hasta completar 1 |; pH = 8;40) ml de TEA-Sefarosa asentada; y 3,6 gramasd®o de Al(OH); con
un pH de 7,4.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Un método para remover una enzima litica a padiuda mezcla biolégica que contiene a la enzin@lit a una
macromolécula de interés que es sensible a la anlfiita, donde el método comprende los pasosatditér a la
mezcla bioldgica en forma de una mezcla heteroggneaontiene a la enzima litica, y a la macromdéaonde por
lo menos un 50% de la enzima litica esta disueftaryjo menos un 50% de la macromolécula esta arfarma solida;
facilitar a un inhibidor de la enzima litica inmbzado en un portador; contactar a la mezcla hgésrea con el
inhibidor inmovilizado en lotes; incrementar lagulidad de la macromolécula en la mezcla; y sepalranhibidor
inmovilizado con la enzima litica enlazada de lacte

Un método para remover a una enzima litica de wmla bioldgica precipitada que contiene a la eaditita y a una
macromolécula de interés que es sensible a la anlfiita, donde el método comprende los pasosatditér a la
mezcla biolégica precipitada; facilitar a un inkibi de la enzima litica inmovilizada en un portaddisolver
parcialmente a la mezcla bioldgica precipitada eoa solucion acuosa para obtener a una mezclaobéteza que
contenga a particulas solidas que contengan adeomalécula, donde, la mayoria de la enzima lg&ta en una forma
soluble y la mayoria de la macromolécula estd em forma insoluble; contactar a la mezcla heterogésun el
inhibidor inmovilizado en lotes; disolver las padias sélidas en la mezcla; y separar al inhibidieovilizado con la
enzima litica enlazada de la mezcla.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1 o eelaimdicacion 2, donde la mezcla bioldgica es, asgva de, un
fluido corporal seleccionado de un grupo que comsgie semen, esputo, orina, heces, sudor, salivegpsmasales,
fluido cerebroespinal, y una fraccién sanguinea.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1 o aelaimdicacion 2, donde la mezcla bioldgica es urecipitacion
proteinica, preferiblemente en la cual la precgidta proteinica es una precipitacion criogénica.

El método de acuerdo a la reivindicacién 4, doralgrecipitacion proteinica es un subproducto deteso de
fabricacion del factor VIIl y se selecciona de umpp que consiste de precipitaciones acidas, ptacipnes de
enfriamiento, precipitaciones de hidroxido de ahimi precipitaciones de glicina, precipitacionesedanol, y pasta
precipitada de heparina, preferiblemente donde réxipitacion proteinica es una precipitacion derdilo de
aluminio.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1 o a&ieimdicacion 2, donde la macromolécula es unagfmat
El método de acuerdo a la reivindicacién 1 o &ieimdicacion 2, donde la enzima litica es unaqasa.
El método de acuerdo a la reivindicacién 1 o @ieimdicacion 2, donde el inhibidor es un analogachinoacidos.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1 o ailaimdicacion 2, donde la macromolécula es fibrerdy la enzima
litica es plasmina y/o plasmindgeno, y el inhibidsrun analogo de glicina, preferiblemente dondaé&logo de glicina
es el 4cido tranexamico.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1, doradenézcla heterogénea se prepara al facilitar apueapitacion
proteinica; y se suspende a la precipitacion cansatucion acuosa bajo condiciones que retrasswoludilizacion de la
macromolécula y/o aumentan la solubilizacién denzima litica, preferiblemente donde las condicose seleccionan
de un grupo que consiste de un rango de pH de,3,2+7 rango de temperaturas de 30-32 °C, una cbacémn de
etanol en el rango de 0,2 al 5%, y una de sus c@uoioines.

El método de acuerdo a la reivindicacion 2 o 1Ghddola mezcla biol6gica precipitada se suministraiga forma
congelada.

El método de acuerdo a la reivindicacion 11, qumprende ademas el paso de reducir el tamafio mediasd
particulas de la mezcla bioldgica precipitada ctatgea alrededor de 2-8 mm, preferiblemente doadeduccion del
tamafio medio de las particulas se ejecuta mecaentanpreferiblemente donde la reduccién en el fianmedio de
las particulas se ejecuta utilizando una licuadora.

El método de acuerdo a la reivindicacion 1 o alaimdicacion 2, donde el paso de contacto se gguoor mas de 30
minutos.

El método de acuerdo a la reivindicacién 1 o eela@imdicacion 2, donde el paso de separacion smitgjanediante
centrifugaciones y/o filtraciones.

El método de acuerdo a la reivindicacion 2, domdeplasos de disolucion parcial de la mezcla biokgrecipitada y
de contacto de la mezcla heterogénea con el irdriindnovilizado se ejecutan simultaneamente, pildé&nente donde
las condiciones de disolucién parcial se selecciaigaun grupo que consiste de un rango de pH d&,3,2in rango de
temperatura de 30-32 °C, una concentracion de etanell rango de 0,2 al 5%, y una de sus combinasion
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16. Un método para purificar a una macromolécula arpdetuna mezcla bioldgica que contiene a la mactécula y a
una enzima litica especifica para la macromoléadade el método comprende los pasos de: facditer mezcla
biolégica en forma de una mezcla heterogénea quitece a la enzima litica y a la macromolécula,ddgopor Io menos
el 50% de la enzima litica esta disuelta y por émas el 50% de la macromolécula se encuentra efotma solida;
facilitar a un inhibidor de la enzima litica inmbiz@da en un portador; contactar a la mezcla hgésrea con el
inhibidor inmovilizado en lotes; incrementar lagulidad de la macromolécula en la mezcla; y separextraer al
inhibidor inmovilizado con la enzima litica enlaaade la mezcla.
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capturadas
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120 g | depelletcongelado

L

Ramper con un martillo y un cincel hasis obtenar
particulssquetenganun tamsfioinferiora 5 cm

v

Incubars 4 *C durante aproodmedamente una hora [haste que el material del
pelet alcance una tempersturs de slrededarde 0 °C)

+

Desmenuzerutiizando una licuadors (2-3 pulssdiones; untiempo totsl de 30-60
segundos) hasta que ss obtienen pariculas de unos pocos milimetros, por
ejemplo, 2-8 mm

'

Mezclar con un amortiguador de suspension pre-calentado (34 °5)

+

Agitardurante 30 minutos mientras se manbene la temperaturs a 30-32 *Cy el
pH 7.2 (valoracion con 0,1 M de NaOH)

Centrifugar, porajemplo, usandouna centrifugadonno comtnua (17.000 g; 25
minutos; temperstura del cuarto} o continua

Filttrar al sobrenadante a travesde un filtro de 3 pm, por ejemplo, un filtro de
polipropilena

Fitrar & través da un filtrode 1-1,2 micrometros, porajemplo, fitros que por ko
menos sean de fibra de wvidrio

Agregsar estabilizadores, porejemplo, 1 mM de Ca* y 120 mM de glicina

Ejecutar pasos dobles de desactvacion viral, porejemplo, tratamientos de solventes/datergantes

[S/D} y una remocion seguida poruns pasteurzacion

Fig. 2

L
Litrafittra cion/diafitragion

v

Purficacion de columna utiizando una
columna de TEA-Sefarosa

v

Composicion ennguecida con fibinogeno
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