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DESCRIPCION
Inmunoglobulina reducida en agentes trombogénicos y preparacion de la misma
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una preparacion de inmunoglobulina que comprende bajos niveles de agentes
trombogeénicos.

Antecedentes de la invencion

Las preparaciones de inmunoglobulina intravenosa (IVIG) se usan cada vez mas para el tratamiento de una
variedad de deficiencias inmunolégicas y trastornos autoinmunes que incluyen la dermatomiositis, purpura
trombocitopénica idiopatica, enfermedad de Kawasaki y sindrome de Guillain-Barré.

Un pequefio numero de eventos adversos tromboembdlicos se ha asociado con el uso de preparaciones de
IVIG (Brannagan et al. Complicaciones del tratamiento con inmunoglobulina intravenosa en enfermedades
neurolégicas. Neurology 1996;47:674-677; Rosenbaum JT. El infarto de miocardio como una complicacion de la con
inmunoglobulina Arthritis Rheum 1997;40:1732-1733 y Dalakas MC. La inmunoglobulina intravenosa en dosis altas y
la viscosidad del suero: riesgo de precipitar eventos tromboembdlicos. Neurology 1994;44: 223-226).

Estos eventos, que incluyen trombosis venosa profunda e infarto de miocardio, se han observado
principalmente en pacientes que reciben dosis altas de IVIG, y se les ha atribuido a un aumento en la viscosidad de
la sangre (Dalakas MC. 1994; y Reinhart WH, Berchtold PE. Efecto de terapia con inmunoglobulina intravenosa a
dosis altas sobre la reologia sanguinea. Lancet 1992;339:662-664).

Los componentes del sistema de contacto de la coagulacién sanguinea se han identificado anteriormente
en preparaciones de inmunoglobulina humana (Alving et al. Factores activados por contacto: contaminantes de
preparaciones de inmunoglobulina con propiedades coagulantes y vasoactivas. J Lab Clin Med 1980; 96:334-346).
Se demostré que las preparaciones comerciales de inmunoglobulina sérica contienen niveles ampliamente variables
de activador de precalicreina (PKA) y actividad de calicreina. Estas actividades fueron de interés debido a su
potencial para producir péptidos bioactivos que pueden aumentar la permeabilidad vascular. Se pensé que la
presencia de fragmentos vasoactivos de estas proteinas estaba relacionada con reacciones adversas ocasionales
durante la administracion de preparaciones de inmunoglobulina. Estos autores también descubrieron el factor XI
(FXI) en preparaciones de inmunoglobulina (Alving et al. 1980).

En Alving et al. (1980) se analizaron veinticinco lotes de globulinas de suero inmunes (ISG) comerciales
para detectar PKA y calicreina, los componentes del sistema de activacion por contacto, que podrian mediar tales
reacciones a través de la generacion de cininas en los receptores. La actividad de calicreina varié de niveles
indetectables a >60% de la actividad de calicreina potencial total en plasma normal. El PKA vari6 del 5% al 3950%
de la actividad en una fraccién de proteina plasmatica de referencia que habia provocado hipotensién. Todos menos
cinco lotes aumentaron la permeabilidad vascular en el conejillo de indias. Los cinco lotes que no provocaron
aumento también fueron los mas bajos en la actividad de PKA y de calicreina. Cuando la preparacion de
inmunoglobulina se someti® a cromatografia en gel para separar los contaminantes enzimaticos de la
inmunoglobulina G, solo las fracciones que contenian PKA y/o calicreina aumentaron la permeabilidad vascular.
Varios lotes de IVIG acortaron el tiempo de tromboplastina parcial no activada del plasma normal de 236 segundos a
de 38 a 55 segundos. Durante la cromatografia en gel, la actividad coagulante se eluyd en una posicion
correspondiente a un peso molecular de 150.000; que fue inhibido por el anticuerpo para el factor XI humano. Estos
datos indican que el factor Xla es responsable de la actividad procoagulante observada y que la PKA y/o la calicreina
son mediadores potenciales de reacciones vasoactivas para la preparacion de IVIG.

También se ha descubierto que las inmunoglobulinas contaminan las preparaciones de factor XI. El factor
Xl y las inmunoglobulinas se purifican conjuntamente mediante columnas de intercambio iénico sucesivas y
requieren la adicion de una columna de cromatografia de afinidad de concanavalina A especifica para eliminar las
trazas de contaminacion por IgG del factor XI (Bonno BN, Griffin JH. Factor XI de coagulacion de la sangre humana:
purificacion, propiedades y mecanismo de activacion por el factor Xll activado. J Biol Chem 1977;252:6432-6437).

Wolberg et al. (El factor Xl de coagulacion es un contaminante en las preparaciones de inmunoglobulina
intravenosa. Am J Hem 2000; 65:30-34) demostraron que un procoagulante, identificado como factor Xl activado,
esta presente en las preparaciones de IgG. En este estudio, se analizaron veintinueve muestras de inmunoglobulina
intravenosa (IVIG) de ocho fabricantes diferentes para su actividad procoagulante. Veintiséis de estas muestras
acortaron el tiempo de coagulacion del plasma deficiente en factor XI. De estas, catorce muestras tenian actividades
de factor XI mayores de 0,001 U/ml de plasma agrupado normal. Las muestras restantes poseian menos de 0,001
U/ml de actividad en plasma normal. La actividad procoagulante en estas muestras podria ser inhibida por un
anticuerpo policlonal anti-factor Xl, lo que sugiere que la actividad procoagulante era el factor XI. La actividad
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procoagulante aumenté en dos muestras después del almacenamiento a 4° C durante 4 semanas, probablemente
como resultado de la autoactivacion del factor Xla. Adicionalmente, la actividad en algunas muestras de IVIG fue
capaz de activar directamente el factor 1X, indicando que el factor Xl activado estaba presente en estas muestras.

Durante los ultimos 3 siglos, se han desarrollado numerosos métodos para la purificacion de la
inmunoglobulina intravenosa para satisfacer la creciente demanda de IVIG. La gran mayoria del proceso de
fabricacion incluye varias tecnologias para capturar la inmunoglobulina en una resina dedicada, habitualmente una
resina de intercambio ionico (Jerry Siegel. El producto: Todas las inmunoglobulinas intravenosas no son
equivalentes. The Journal of Human Pharmacology and Drug Therapy. Volumen 25, Numero 11 Parte 2, noviembre
de 2005) La captura de inmunoglobulina en una resina es muy costosa y lleva mucho tiempo, ya que requiere una
gran cantidad de resina. De media, cada litro de resina de intercambio i6nico captura aproximadamente 30-50 g de
inmunoglobulina. Por lo tanto, cuando se usa una columna grande convencional con una capacidad de
aproximadamente 100 | de resina, pueden capturarse 3-5 kg de inmunoglobulina. La captura de los agentes
presentes en la solucion de inmunoglobulina en una columna pequena tiene un beneficio econémico.

La patente de Estados Unidos 5252217 divulga un concentrado de Factor XI humano preparado aplicando
un sobrenadante de plasma crioprecipitado a un paso de filtracidn-adsorcion y un unico paso de cromatografia sobre
resina de intercambio catiénico. El concentrado obtenido es perfectamente adecuado para uso terapéutico en terapia
de reemplazo en casos de deficiencia de Factor Xl. La resina de intercambio catiénico se equilibra con una solucion
tampon a un pH de 5,5 a 6,5, y preferiblemente un pH de 6.

La Patente de Estados Unidos 4272521 divulga un método para la eliminacién tanto del activador de
precalicreina (PKA) como del precursor activable de calicreina para PKA (Factor XllI) de una solucién de
inmunoglobulina sérica (ISG) usando un material de intercambio i6nico a un pH de 27,2.

La Patente de Estados Unidos 5164487 divulga un método de fabricacion de una preparacion de
inmunoglobulina G intravenosamente tolerable que esta libre de agregados, sustancias vasoactivas y enzimas
proteoliticas. El material de partida se trata con de un 0,4 a un 1,5% en volumen de acido octanoico y luego se
cromatografia, especialmente en un intercambiador de iones o cationes o matriz hidréfoba.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos 2010/0311952 divulga un método para purificar una
inmunoglobulina, en donde el método comprende aplicar una solucidon acuosa tamponada que comprende una
inmunoglobulina en forma monomérica y agregada a un material de intercambio catiénico bajo condiciones en las
que la inmunoglobulina en forma monomérica no se une al material de intercambio cationico, y recuperar la
inmunoglobulina en forma monomeérica de la solucién después del contacto con el material de intercambio cationico.

La Solicitud de PCT W02010/072381 divulga un método para purificar una inmunoglobulina, en donde el
método comprende aplicar una solucién acuosa tamponada que comprende una inmunoglobulina en forma
monomérica, agregada y fragmentada a un material de cromatografia de intercambio aniénico bajo condiciones en
las que la inmunoglobulina en forma monomérica no se une al material de intercambio aniénico, y recuperar la
inmunoglobulina en forma monomérica en el flujo a través del material de cromatografia de intercambio aniénico, por
lo que la soluciéon acuosa tamponada tiene un valor de pH de 8,0 a 8,5. En una realizacién, el material de
cromatografia de intercambio aniénico es un material de cromatografia de intercambio aniénico de membrana. Jose
et al. (2010) divulga que la pasteurizaciéon durante la produccion intravenosa de inmunoglobulina inactiva algunos
agentes trombogénicos como las enzimas de coagulacion. Sin embargo, este método no inactiva selectivamente las
enzimas de coagulacion y por tanto puede alterar la actividad de la solucién de inmunoglobulina.,

Por tanto, hay una necesidad de un método que elimine selectivamente el agente trombogénico de una
solucién de inmunoglobulina sin afectar a las inmunoglobulinas.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para eliminar especificamente PKA, calicreina y/o FXl(a) de
una preparacion de inmunoglobulina. La invencién proporciona un método para eliminar el activador de precalicreina
y un agente trombogénico seleccionado de Factor Xl y/o Factor Xla de una soluciéon que contiene inmunoglobulina,
el método comprendiendo los pasos de: (a) eliminar el Factor Xl y/o Factor Xla poniendo en contacto la solucién que
contiene inmunoglobulina a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3 con un soporte que
comprende grupos inmovilizados cargados negativamente para permitir la unién del Factor XI y/o Factor Xla; y
recoger una fraccion no unida que comprende IgG; y (b) eliminar el activador de precalicreina poniendo en contacto
la solucién que contiene inmunoglobulina a un pH en el intervalo de 7 a 8,2 con un soporte que comprende grupos
inmovilizados cargados positivamente para permitir la unidon del activador de precalicreina; y recoger una fraccién no
unida que comprende IgG; en donde el método emplea el paso (a) seguido del paso (b) o el paso (b) seguido del
paso (a).

En una realizacién de la presente invencion, la solucion tiene un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o
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menos de 5,0. En otra realizacion de la presente invencion, la solucion tiene un pH en el intervalo igual o mayor de
4,0 a igual o menos de 5,0. En otra realizacion adicional de la presente invencion, la solucion tiene un pH en el
intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4,7. En otra realizaciéon mas de la invencion, la solucion tiene un pH de
aproximadamente 4,0, 4,1, 4,2,4,3,4,4,4,5,46 04,7.

En otra realizacion adicional mas de la invencion, la solucién tiene un pH en el intervalo de mas de 3,8 a
igual o menos de 4,3.

En otra realizacion de la invencion, la solucion tiene un pH en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o
menos de 4,3.

En otra realizacion adicional de la invencion, la solucion tiene un pH en el intervalo de igual o mas de 4,1 a
igual o menos de 4,3.

En una realizacion de la presente invencion, la fraccién no unida | se pone en contacto adicionalmente con
el soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados bajo el mismo pH; y se recoge una
fraccion Il no unida.

En ofra realizacion de la presente invencion, el soporte esta en forma de un material cromatografico o una
membrana cromatografica.

En otra realizacion de la presente invencion, el material de soporte o membrana es hidréfilo y se selecciona
del grupo que consiste de agarosa, sefarosa, perlas acrilicas, celulosa, vidrio de poro controlado, geles de silice y
dextranos; hidrofobo y seleccionado del grupo que consiste de resinas; o polimero sintético organico seleccionado
del grupo que consiste de materiales o membranas a base de poliacrilamidas o poliestirenos.

En una realizacion de la presente invencion, los grupos cargados negativamente se inmovilizan en el
soporte a través de un conector presente entre el soporte y los grupos cargados negativamente.

En una realizacion de la presente invencion, el conector se selecciona del grupo que consiste de una
proteina, aminoacido y péptido.

En un aspecto, el soporte se modifica quimicamente.
En un aspecto, el soporte es un intercambiador catiénico débil o fuerte.

En una realizaciéon de la presente invencion, los grupos cargados negativamente inmovilizados se
seleccionan del grupo que consiste de derivados de acidos sulfonicos y otros acidos que contienen azufre, acido
férmico y otros acidos carboxilicos, acido fosférico y otros acidos que contienen fosforo, nitrato y otros acidos que
contienen nitrégeno, y una combinacion de los mismos.

En un aspecto, los grupos cargados negativamente inmovilizados son acidos que contienen azufre como el
sulfopropilo.

En un aspecto, los grupos cargados negativamente inmovilizados son acidos carboxilicos como
carboximetilo.

En un aspecto, el método comprende ademas los pasos de: ajustar la fraccion | no unida o la fraccion Il no
unida a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; poner en contacto la fracciéon | no unida o la fraccién Il no unida con un
soporte que comprende grupos cargados positivamente inmovilizados a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; y recoger
una fraccién no unida.

En un aspecto, el método comprende ademas los pasos de ajustar y poner en contacto la solucion, antes
de contactar con el soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados, con un soporte que
comprende grupos cargados positivamente inmovilizados a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; y recoger una fraccion
no unida.

En una realizacién de la presente invencion, los grupos cargados positivamente inmovilizados se
seleccionan del grupo que consiste de amonio, alquilamonio, dialquilamonio, trialquilamonio, amonio cuaternario,
grupos alquilo, H*, Na*, K*, Ca2*, Mg?*, grupo amino funcional, y una combinacion de los mismos.

En una realizacion de la presente invencion, los grupos cargados positivamente inmovilizados son amonio
cuaternario. El amonio cuaternario puede ser dietilaminoetilo (DEAE).

En otra realizacién mas de la invencién, el método comprende poner en contacto la solucién con el soporte
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que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; recoger la
fraccion no unida; ajustar el pH de la fracciéon no unida a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3;
poner en contacto la fraccidn no unida con el soporte que comprende los grupos cargados negativamente
inmovilizados a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3; y recoger la fraccion | no unida.

En otro aspecto mas, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los
grupos cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos
de 5,0.

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos
de 5,0.

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4,7.

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6 o

)

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4,3.

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos
de 4,3.

En un aspecto, el ajuste y el contacto de la fraccion no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados se lleva a cabo a un pH en el intervalo de igual o mas de 4,1 a igual o menos
de 4,3.

En otra realizaciéon de la presente invencion, poner en contacto la soluciéon con el soporte que comprende
los grupos cargados positivamente se lleva a cabo a una velocidad lineal en el intervalo de 1 a 2 ml/min/cm?, y la
solucién que contiene inmunoglobulina tiene una temperatura en el intervalo de 8 a 37° C.

En una realizacién de la presente invencion, el método comprende ademas los pasos de: poner en contacto
la solucion antes de contactar con el soporte que comprende grupos cargados negativamente inmovilizados con un
material cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional; y recoger una fraccion
11l no unida.

En un aspecto, el método comprende ademas los pasos de: poner en contacto la fraccién no unida, la
fraccion | no unida o la fraccién Il no unida con un material cromatografico que comprende un polimero acrilico
hidréfobo reticulado tridimensional; y recoger una fraccion Il no unida.

En un aspecto, el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados es un
intercambiador aniénico débil o fuerte.

Otro aspecto se refiere a un método para preparar una composicion de inmunoglobulina que comprende los
pasos de: someter una solucidon que contiene inmunoglobulina a por lo menos dos pasos de cromatografia negativa:
una cromatografia de intercambio anidnico a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; seguido de una cromatografia de
intercambio cationico a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3.

En un aspecto, la cromatografia de intercambio catidnico se lleva a cabo dos veces. En una realizacion, las
dos cromatografias de intercambio catiénico se llevan a cabo en tandem.

En una realizacién de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catiénico se lleva a cabo a un
pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,0.

En oftra realizacion de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico se lleva a cabo a un
pH en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 5,0.

En ofra realizacion adicional de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catiénico se lleva a
cabo a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4,7.

En otra realizacion mas de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico se lleva a cabo
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a un pH de aproximadamente 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4,4,5,4,6 0 4,7.

En otra realizacion adicional mas de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico se
lleva a cabo a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4,3.

En oftra realizacion mas de la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico se lleva a cabo
a un pH en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 4,3. En ofra realizacién adicional mas de la
presente invencion, la cromatografia de intercambio catiénico se lleva a cabo a un pH en el intervalo de igual o mas
de 4,1 aigual o menos de 4,3.

En una realizacion de la presente invencion, el método comprende ademas una cromatografia negativa que
usa un material cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional.

En una realizacién de la presente invencion, el intercambiador catiénico tiene la forma de una membrana.

En una realizacién de la presente invencion, el intercambiador catiénico comprende un grupo funcional
sulfénico.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a una composicion de inmunoglobulina derivada de sangre o
fracciones de sangre, que comprende un 4%-10% de proteina y que se puede obtener de acuerdo con el método de
la invencion.

También se divulga un receptaculo que contiene la composicion de inmunoglobulina de acuerdo con la
invencion.

También se divulga un método para tratar a un sujeto que padece una inmunodeficiencia, una enfermedad
inflamatoria, una enfermedad autoinmune, o una infeccién aguda, que comprende administrar al sujeto una cantidad
eficaz de una composicion de inmunoglobulina de acuerdo con la invencion.

Descripcion de las realizaciones de la invencion

La invencion se refiere a un método para eliminar agentes trombogénicos de una preparacion de
inmunoglobulina. En una realizacion de la invencion, la preparacién de inmunoglobulina se deriva de sangre o
fracciones de sangre. En otra realizacion, la sangre o las fracciones de sangre son de mas de un donante o de una
pluralidad de donantes.

De acuerdo con la presente invencion se descubrio que FXI y/o su forma activa FXla se pueden eliminar
eficazmente de una solucidon que contiene inmunoglobulina sometiendo la solucién de inmunoglobulina a una
cromatografia de intercambio catiénico a un nivel de pH de menos de 6. Se obtuvieron resultados éptimos en un
intervalo de pH de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3. Se descubrid que este intervalo de pH elimina eficazmente
FXla y al mismo tiempo preserva sustancialmente los niveles de inmunoglobulina (IgG).

Estos descubrimientos son sorprendentes, en vista de que la inmunoglobulina (que tiene un punto
isoeléctrico de 6-8 Patentes de Estados Unidos 6592905 y 4296027) tiene una carga eléctrica neta positiva a un
nivel de pH de menos de 6 y, como tal, se esperaba que también se uniera al intercambiador cationico, lo que da
como resultado que permanezcan niveles de inmunoglobulina bajos en la solucién (Patente de Estados Unidos
6592905)

Sin estar limitado por el mecanismo, parece que a un pH inferior a 6, FXla y la inmunoglobulina compiten
por los grupos cargados negativamente en el intercambiador catiénico y la union de FXla es mas favorable.

También, de acuerdo con la presente invencion, se descubrié sorprendentemente que se puede lograr una
mayor eficacia de eliminacion de FXla de la solucién que contiene inmunoglobulina sometiendo la solucion de
inmunoglobulina al intercambiador catiénico a un intervalo de pH de 4,0 a 4,3. Estos descubrimientos también son
sorprendentes debido al hecho de que FXla tiene una carga neta positiva en un amplio intervalo de pH y hasta
aproximadamente pH 9 (su punto isoeléctrico es 8,9-9,1; Haematologic Technologies Inc. Research Reagent
Catalog). Sorprendentemente, estos resultados se obtuvieron con un intercambiador catiénico débil o con un
intercambiador catiénico fuerte.

También se descubri6 de acuerdo con la presente invencion que la calicreina (que tiene un punto
isoeléctrico de 8,6-9,5) puede eliminarse eficazmente de una solucién que contiene inmunoglobulina sometiendo la
solucién a una cromatografia de intercambio catiénico a un nivel de pH de 4,1-4,3 a la vez que se conservan
sustancialmente los niveles de IgG. Estos descubrimientos son sorprendentes a la luz de que la inmunoglobulina
tiene una carga eléctrica neta positiva en este intervalo de pH y, por tanto, se esperaria que se uniera al
intercambiador catidnico asi como que diese como resultado niveles bajos de inmunoglobulina restantes en la
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solucion.

Los resultados muestran la eliminacion maxima de un agente trombogénico de una soluciéon que contiene
IgG, sometiendo la soluciéon a un intercambiador catidnico bajo un intervalo de pH muy estrecho, mientras se
mantiene un nivel inalterado de inmunoglobulina en la solucion.

Estos descubrimientos allanaron el camino para el desarrollo de un método para eliminar un agente
trombogénico de una solucion que contiene inmunoglobulina mientras se preserva la mayoria de la inmunoglobulina
dentro de la solucion y/o sin alterar la distribucion de subclases de 1gG (por ejemplo, IgG1- aproximadamente 65%,
1gG2- aproximadamente 30%, IgG3-aproximadamente 6% e IgG4- aproximadamente 1%). Por "preservar la mayoria
de la inmunoglobulina dentro de la solucion" se entiende que el método permite una recuperacion de igual o mas del
75% de la inmunoglobulina en comparacion con el contenido de inmunoglobulina inicial antes de poner en contacto
la solucién con el soporte de acuerdo con la invencion. En una realizacion, el método permite una recuperacion del
80%, 85%, 90%, 95% y el 99% de la inmunoglobulina en comparacion con el contenido de inmunoglobulina inicial
antes de poner en contacto la solucién con el soporte de acuerdo con la invencion.

La invencion proporciona un método para eliminar un agente trombogénico de una solucién que contiene
inmunoglobulina, el método comprendiendo los pasos de: proporcionar la solucién de inmunoglobulina a un pH en el
intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5.3; proporcionar un soporte que comprende grupos cargados
negativamente inmovilizados; poner en contacto la solucion con el soporte; y recoger una fraccién no unida. En una
realizacion de la invencion, la solucion tiene un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,0. En otra
realizacion de la invencion, el intervalo es de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 5,0. En una realizacién adicional,
el intervalo es de mas de 3,8 a igual o menos de 4,7, como un pH de aproximadamente 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5,
4,6 0 4,7. Ademas, en una realizacion adicional, el intervalo es de mas de 3,8 a igual o menos de 4,3. Ademas, en
una realizacion adicional, el intervalo es igual o mas de 4,0 a igual o menos de 5,3. En otra realizacion adicional, el
intervalo es muy estrecho, igual o mas de 4,0 a igual o menos de 4,3 o de aproximadamente 4,1 a aproximadamente
4,3 y especificamente permite la eliminacion de FXla y calicreina.

El término "agente trombogénico" se refiere a un agente que tiene el potencial de inducir la formacion de
coagulos de fibrina. El término "agente trombogénico" se usa en la presente de manera intercambiable con los
términos agente hemostatico, trombético y procoagulante. El agente trombogénico puede ser, por ejemplo,
calicreina, FXI, FXla, Factor Xll, trombina y PKA. El término "agente trombogénico" incluye agentes inducidos
trombogénicos y "agentes generadores de trombosis" como agentes que activan factores trombogénicos en la
cascada de coagulacion.

El término "soporte" como se usa en la presente incluye un portador, o cualquier matriz usada para unir,
inmovilizar, transportar o estabilizar los grupos cargados negativamente. Los soportes son bien conocidos en la
técnica como se describe en Hermanson et al. Immobilized Affinity Ligand Techniques (Academic Press Inc. 1992).
El soporte para llevar a cabo el método de la invenciéon puede estar hecho de cualquier material que sea capaz de
unirse a una molécula que comprenda grupos cargados negativamente. Los soportes sélidos incluyen, pero no estan
limitados a, matrices, columnas, cubreobjetos, materiales cromatograficos, filtros, portaobjetos de microscopio, tubos
de ensayo, viales, botellas, soportes ELISA, superficies de vidrio o plastico, membranas cromatograficas, laminas,
particulas, perlas, incluyendo las perlas magnéticas, geles, polvos, fibras y similares.

En una realizacion de la invencion, el soporte esta en forma de un material cromatografico.

En ofra realizacion de la invencion, el soporte esta en forma de una membrana cromatografica. El soporte
puede estar compuesto de un material hidréfilo como agarosa, sefarosa, perlas acrilicas, celulosa, vidrio de poro
controlado, geles de silice, dextranos; material hidr6fobo como resinas; o un polimero artificial/sintético organico
como materiales a base de poliacrilamidas o poliestirenos. Los materiales/polimeros tipicos estan disponibles
comercialmente con los nombres comerciales Sephacryl® (Pharmacia, Suecia), Ultragel® (Biosepara, Francia) TSK-
Gel Toyopearl® (Toso Corp., Japon), HEMA (Alltech Ass. (Deer-field, Ill)., USA), Eupergit® (Rohm Pharma,
Darmstadt, Alemania). También materiales a base de azlactonas (3M, St. Paul, Minn., USA). Se prefieren
especialmente Agarose® o Sepharose®. Estos materiales estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de
Sigma, St. Louis. El material cromatografico puede suspenderse en un medio apropiado y la lechada resultante
puede usarse, por ejemplo, en una columna cromatografica. Sin embargo, el método de la invencién también puede
llevarse a cabo por lotes, por ejemplo, usando un tubo de ensayo o un reactor discontinuo. En una realizacion de la
invencion, el soporte es un FRACTOGEL® EMD, un TOYOPEARL®, o una matriz de polimero TSK-GEL®. La
cromatografia en columna es conocida en la técnica (Practical Protein Chromatography editado por Kenney y Fowell,
Volumen 11 Humana Press, 1992) y generalmente se refiere a una técnica en la que se permite que una solucion (la
fase movil) descienda por una columna y un componente individual sea adsorbido por la fase estacionaria, por
ejemplo por el material cromatografico. El término "grupos cargados negativamente" se refiere a una molécula que
comprende grupos quimicos que llevan una carga negativa, como derivados de acido sulfénico y otros acidos que
contienen azufre (por ejemplo, SO4% y SO3°), acido férmico y otros acidos carboxilicos (por ejemplo, COO-), asi como
acido fosférico y otros acidos que contienen fosforo (por ejemplo, PO4%), nitrato y otros acidos que contienen
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nitrégeno (por ejemplo, NO?) y combinaciones de los mismos. En una realizacion de la invencién, los grupos
cargados negativamente son acidos que contienen azufre. En ofra realizacion de la invencion, los grupos cargados
negativamente son sulfopropilo (SP). En ofra realizacion adicional de la invencion, los grupos cargados
negativamente son acidos carboxilicos. En otra realizacion de la invencion, los grupos cargados negativamente son
carboximetilo (CM).

El soporte puede tener una superficie hidréfoba o hidréfila que se une a una parte de los grupos cargados
negativamente mediante interaccion covalente hidrofoba/hidrofila. La superficie hidréfoba/hidrofila del soporte
también puede ser un polimero como plastico o cualquier otro polimero en el que se hayan enlazado grupos
hidréfobos/hidrofilos como polietileno, poliestireno o polivinilo. Alternativamente, los grupos cargados negativamente
pueden unirse covalentemente al soporte mediante un puente de conector entre el soporte y los grupos cargados
negativamente. El término "conector" como se usa anteriormente se refiere a un brazo espaciador o una correa que
tiene un peso molecular de decenas a millones de Daltons que se usa como un conector intermedio entre el soporte
y los grupos cargados negativamente. Por ejemplo, el conector puede ser una proteina, un péptido y/o un
aminoacido. En el caso de que el soporte se una directamente a la molécula que comprende los grupos cargados
negativamente (sin un conector) puede usarse un grupo reactivo dentro de la molécula que comprende los grupos
cargados negativamente, como un grupo hidroxilo, un éster o un grupo amino o un grupo carboxi para unirlo a un
grupo reactivo presente en el soporte para crear el enlace covalente. El soporte también puede tener una superficie
cargada o puede modificarse para transportar un grupo cargado que interactia con los grupos cargados
negativamente. El soporte puede tener otros grupos reactivos que pueden activarse quimicamente para unir los
grupos cargados negativamente, por ejemplo, matrices activadas con bromuro de ciandégeno, matrices activadas con
epoxi y similares. El soporte también puede comprender un portador inorganico como material de 6xido de silicio, por
ejemplo, gel de silice, al que se pueden enlazar covalentemente los grupos cargados. En otra realizacion, los grupos
cargados se unen a una superficie de membrana o se incorporan en la membrana. La unién de los grupos cargados
a la membrana puede llevarse a cabo de la misma manera que se describe anteriormente.

El intercambiador catiénico usado de acuerdo con la invencién puede estar en forma de una membrana o
en forma de un material cromatografico como se ha definido anteriormente.

El soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados es referido generalmente
como intercambiador catiodnico. Los "intercambiadores catidnicos" reciben su nombre por su capacidad para atraer o
unir cationes o particulas cargadas positivamente. Tipicamente, el sistema de soporte esta cargado negativamente y
una molécula se unira a un pH que hace que la carga neta de la molécula sea positiva. Ejemplos de
intercambiadores cationicos disponibles comercialmente en forma de membrana son la membrana Mustang® Sy la
capsula Mustang® S que comprenden un grupo funcional sulfénico.

En el caso de usar una membrana como soporte (por ejemplo, la membrana Mustang® S, la capsula
Mustang® S), la solucién de inmunoglobulina puede ponerse en contacto con la membrana a un caudal de fluido en
el intervalo de 2 a 4,3 Volumen de membrana (MV)/min. El término "caudal de fluido" se refiere normalmente al flujo
de la solucion a través del soporte.

El término "punto isoeléctrico" se refiere al pH en el que una molécula no lleva carga neta. Por debajo del
punto isoeléctrico, la molécula lleva una carga positiva neta, por encima la molécula lleva una carga negativa neta.

El soporte que comprende los grupos cargados negativamente puede ser un intercambiador catidnico débil
(por ejemplo, columna de carboximetilo (CM)) o uno fuerte (por ejemplo, membrana Mustang® S). Un intercambiador
catiénico débil generalmente se refiere a un intercambiador que esta compuesto de un acido débil que pierde
gradualmente su carga a medida que disminuye el pH, mientras que un intercambiador catiénico fuerte se refiere
generalmente a un intercambiador que esta compuesto de un acido fuerte que puede sostener su carga sobre un
intervalo de pH amplio.

El término "poner en contacto" se refiere a cualquier tipo de acciéon de combinacién que pone la solucién o
fraccion en contacto suficientemente cercano con el soporte y mas particularmente con los grupos cargados del
soporte de una manera que se produzca una interaccion de union entre los grupos cargados y cualquier compariero
de unién, por ejemplo, un agente trombogénico, presente en la solucidn/fraccion. La solucion/fraccion puede
incubarse con el soporte durante un periodo de tiempo suficiente que permite la unién entre los grupos cargados y el
agente trombogénico. La solucién/fracciéon puede estar a una temperatura en el intervalo de 7° C a 37° C mientras se
pone en contacto con el soporte.

De acuerdo con la presente invencion, se descubrié que llevar a cabo un segundo paso de cromatografia
de intercambio catiénico dio como resultado una mayor eliminacién de FXla de la solucion que contiene
inmunoglobulina en comparacion con la realizacion de un solo paso de cromatografia de intercambio cationico. Este
segundo paso de cromatografia de intercambio catidnico se llevd a cabo mientras se preservaban sustancialmente
los niveles de IgG. Por tanto, la solucion puede ponerse en contacto con el soporte varias veces. Alternativamente,
cuando el soporte es un filtro, pueden combinarse mas de un filtro en una sola unidad funcional. En una realizacion
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de la invencidn, el primer paso de filtracidon da como resultado una fraccién | no unida que se pone en contacto con
el soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados bajo el mismo intervalo de pH
especificado anteriormente, y se recoge una segunda fraccion Il no unida.

El soporte puede equilibrarse antes de poner en contacto la solucién/fraccidon con un tampén, por ejemplo
lavando el soporte con el tampén de la solucion que contiene inmunoglobulina.

El término "equilibrar" se refiere generalmente a permitir que la columna o el soporte alcancen una
condicion de tampdn especifica como un nivel de pH especifico y/o fuerza idnica.

El término "fraccién no unida" se refiere tipicamente al flujo a través del material obtenido o recogido
después de poner en contacto la solucidon que contiene inmunoglobulina con un soporte que comprende grupos
cargados o al flujo a través del material que se obtiene o recoge después de poner en contacto una solucién/fraccion
que contiene inmunoglobulina con un soporte de cromatografia.

En una realizacion, los grupos cargados estan cargados negativamente. En otra realizacion, el flujo a través
del material obtenido se denomina "fraccion | no unida". En otra realizacion, la "fraccion | no unida" se somete al
soporte que comprende los grupos cargados negativamente, y el flujo a través del material se denomina "fraccion |l
no unida".

Puede prepararse una columna cromatografica compactando un material cromatografico seco o un material
hinchado previamente en una columna. El material cromatografico seco puede tratarse previamente agitando el
material en 2 volumenes de HCI 0,5 N (para obtener un soporte que comprende grupos cargados negativamente) o
en NaOH 0,5 N (para obtener un soporte que comprende grupos cargados positivamente). El material se puede
dejar sedimentar, por ejemplo, durante aproximadamente 30 minutos. El sobrenadante puede decantarse y el
material puede lavarse con H,O hasta que se alcance un valor de pH de 4 u 8, respectivamente. El material puede
suspenderse luego en 2 volimenes de NaOH 0,5 N (para un soporte que comprende grupos cargados
negativamente) o en HCI 0,5 N (para un soporte que comprende grupos cargados positivamente), y el sobrenadante
puede decantarse, por ejemplo, después de 30 min. El segundo paso suspension puede repetirse, y la columna
puede lavarse luego con H,O hasta que el filtrado sea neutro.

Un material hinchado previamente (y el material seco tratado como se describe en el parrafo anterior)
puede pretratarse agitando el material durante, por ejemplo, 5 minutos con el tampén usado para cargar la solucion
que contiene inmunoglobulina en una proporcion de 6 ml de tampdn/gramo material hinchado previamente (o 30 ml
de tampon/gramo de material seco). El pH puede ajustarse luego de acuerdo con la invencion, y el material se deja
sedimentar, por ejemplo, durante aproximadamente 30 minutos, y se decanta el sobrenadante. La lechada se vuelve
a dispersar luego en tampén de equilibrio (proporciéon como antes). Para la compactacién de la columna, el material
se deja sedimentar.

Alternativamente, puede usarse una columna lista para usar precompactada disponible comercialmente sin
ningun pretratamiento.

Posteriormente, la columna (preparada a partir del material seco, material previamente hinchado, o la
columna lista para usar precompactada) se compacta y se equilibra a las condiciones de pH deseadas (por ejemplo,
usando tampon de equilibrio).

Después de equilibrar la columna, se carga la solucidon de inmunoglobulina que tiene el pH deseado y la
columna puede lavarse con aproximadamente cinco volumenes de lecho de tampdn de equilibrio para lavar todo el
material no unido. La columna se puede limpiar para un segundo uso.

La preparacion y el pretratamiento del material cromatografico, la compactacion de la columna, el equilibrio
de la columna, la carga de la solucién que contiene inmunoglobulina, la recogida del material no unido, y la limpieza
de la columna para un segundo uso son bien conocidos en la técnica, ver, por ejemplo, P Protein liquid
chromatography, editado por Michael Kastner, Elsevier science B.V. 2000, paginas 45-49.

La solucion que contiene inmunoglobulina puede someterse a un paso de filtracion antes de la
cromatografia para reducir los agregados en la solucion. La filtracion puede llevarse a cabo, por ejemplo, a través de
un filtro de 1,2 ym de profundidad o un filtro de 0,2 ym. En una realizacién de la invencion, antes de llevar a cabo la
cromatografia de intercambio anidnico, la solucidon se somete a un filtro de profundidad cargado positivamente de 0,2
pm. Ventajosamente, el filiro de profundidad cargado positivamente se usa para eliminar materiales de carga
negativa como fosfolipidos, lipidos y similares. Puede realizarse una cromatografia de intercambio aniénico usando
7,5 | de resina, por ejemplo, resina de dietilaminoetilo (DEAE) compactada en una columna, por ejemplo, que tiene
un diametro de 35 cm y una altura de lecho de 15 cm. La columna compactada puede equilibrarse con por lo menos
48 volumenes de columna de agua purificada (PuW) o agua para inyeccion (WFI) a un caudal de fluido de 100-120
I/hora, por ejemplo, a un caudal de fluido de 110 I/hora. Después del equilibrio, se puede cargar en la columna un
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volumen de 18 columnas de solucion que contiene inmunoglobulina. La carga de la solucion que contiene
inmunoglobulina puede llevarse a cabo a un caudal de fluido de 50-70 I/hora, por ejemplo, a un caudal de fluido de
60 I/hora. La solucidon puede estar a una temperatura de 2-10° C, por ejemplo, a 8-10° C. La cromatografia puede
llevarse a cabo a temperatura ambiente (22 + 2° C).

Una cromatografia de intercambio catidnico puede llevarse a cabo usando una membrana de filtro de
intercambio catiénico que tiene un volumen de membrana de 1560 ml. Pueden usarse varias combinaciones de
tamafios de membrana para obtener un volumen final de membrana de 1560 ml, por ejemplo, pueden conectarse en
tandem dos membranas de filtro que tienen un volumen de 780 ml para formar un volumen total de membrana de
1560 ml.

El intercambiador catiénico puede preacondicionarse con por lo menos 38 volimenes de membrana de
NaOH 1N seguido de por lo menos 64 volimenes de membrana de NaCl 1N a un caudal de fluido de 1,6-2,3 I/min.
El término "preacondicionamiento” se refiere generalmente a lavar el soporte o la membrana antes de su uso para
eliminar las sustancias no deseadas que puedan estar presentes en la superficie del soporte o la membrana.
Posteriormente, la membrana del filtro puede equilibrarse con por lo menos 64 volimenes de membrana de acetato
de sodio 20 mM (ajustado al pH deseado) a un caudal de fluido de 1,6-2,3 I/min hasta alcanzar el pH deseado.
Después del equilibrio, pueden filtrarse por lo menos 50-140 volumenes de membrana de solucién que contiene
inmunoglobulina a través de la membrana del filtro. La cromatografia puede llevarse a cabo a temperatura ambiente
(22 + 2° C) a un caudal de fluido de 1,6-2,3 I/min. La temperatura de la solucion cargada puede ser de 6-10° C.

La concentracion de proteina en la solucién que contiene inmunoglobulina puede estar en el intervalo de 40
a 75 mg/ml durante la carga en los intercambiadores catidnicos o anidnicos, por ejemplo, una concentracion de
proteina de 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 mg/ml.

En el caso de la cromatografia en columna, se puede obtener una fraccién no unida después del lavado de
la columna cargada con el mismo tampon usado para el equilibrio y/o el tampdén usado para la carga (a menudo
referido "tampon de unién") de la solucién que contiene inmunoglobulina en la columna.

También se descubri6 de acuerdo con la presente invencidon que la cromatografia de afinidad de
benzamidina sefarosa (que une por afinidad serina proteasas como FXla) no era adecuada para eliminar FXla de
una solucién que contiene inmunoglobulina. Sin embargo, se descubrié sorprendentemente que FXla puede
eliminarse eficazmente de una solucién de inmunoglobulina sometiendo la solucién de inmunoglobulina a
cromatografia de afinidad de heparina a un nivel de pH bajo (por ejemplo, un nivel de pH de 5,3).

Sin estar limitado por el mecanismo, parece que a niveles bajos de pH la cromatografia de afinidad de
heparina actia como un intercambiador cationico (que tiene grupos acidos como COOH y H,SO,) y por tanto puede
usarse ventajosamente para eliminar eficazmente FXla de una solucién que contiene inmunoglobulina de acuerdo
con la invencion.

La "cromatografia de afinidad" se basa generalmente en una interaccion bioldgica altamente especifica
como la que existe entre antigeno y anticuerpo, enzima y sustrato, o receptor y ligando.

En una realizacion de la invencion, una eliminacion de FXla de mas del 75%, por ejemplo, 80%, 85%, 90%,
95% y 99% de la solucion o fraccidon que contiene inmunoglobulina en comparacion con el contenido inicial de FXla
(antes de poner en contacto la solucién o la fraccion con el soporte que comprende los grupos cargados
negativamente inmovilizados de acuerdo con la invencion) se considera eficiente.

En una realizacion de la invencion, una eliminacion de calicreina de mas del 75%, por ejemplo, 80%, 85%,
90%, 95%, 97% y 99% de la solucion o fraccion que contiene inmunoglobulina en comparaciéon con el contenido
inicial de calicreina (antes de poner en contacto la solucion o la fracciéon con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados de acuerdo con la invencién) se considera eficiente.

PKA tiene una carga eléctrica neta cero a un nivel de pH en el intervalo de 7-8,2 (el punto isoeléctrico de
PKA es de aproximadamente 8; http://www.expasy.org) y, como tal, no se espera que se una a grupos cargados
positivamente. Aun asi, de acuerdo con la presente invencién, se descubrié que sometiendo una solucién de
inmunoglobulina con un nivel de pH en el intervalo de 7-8,2 a un intercambiador aniénico dio como resultado una
eliminacion eficaz de PKA. Los resultados también muestran que el uso de un intervalo de nivel de pH de 7-8,2 en
una cromatografia de intercambio aniénico también dio como resultado altas recuperaciones de IgG en la fraccién no
unida. Un pH de 7-8,2 es un nivel en el que la IgG tiene una carga neta cero o negativa y, por tanto, se esperaba que
parte de ella se perdiera debido a la unién con el intercambiador aniénico. Sorprendentemente se descubrié que
someter una solucion que contiene inmunoglobulina a un intercambiador aniénico a un intervalo de nivel de pH de 7-
8,2 dio como resultado la eliminacion maxima de PKA y practicamente sin pérdida de IgG.

Por consiguiente, para eliminar la PKA y al mismo tiempo obtener una recuperacion de inmunoglobulina
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alta, el método de acuerdo con la invenciéon puede comprender ademas un paso de poner en contacto la
solucién/fraccion que contiene inmunoglobulina con un soporte que comprende grupos cargados positivamente
inmovilizados a un pH en el intervalo de 7 a 8,2, y recoger la fraccion no unida. Por tanto, la soluciéon que contiene
inmunoglobulina se somete a un intercambiador aniénico a un pH en el intervalo de 7 a 8,2.

En una realizacion, el método emplea primero el paso del intercambiador anidnico seguido del paso del
intercambiador catiénico de la invencion. En otra realizacion, el método emplea primero el paso del intercambiador
catiénico seguido del paso del intercambiador aniénico.

En una realizacion, el pH de la solucidon que contiene inmunoglobulina se ajusta con una solucion acida o
basica a un pH en el intervalo de 7 a 8,2 y la solucion se pone en contacto con los grupos cargados positivamente
pre-equilibrados con un tampon o PuW que tiene el mismo pH que la solucién y se recoge la fraccion no unida. El pH
de la fraccion recogida puede ajustarse con una solucion acida a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o
menos de 5,3 y la fraccion puede ponerse en contacto con los grupos cargados negativamente pre-equilibrados con
un tampon que tenga el mismo pH que la fraccién y se recoge la fraccién no unida.

En otra realizacion, el pH de la solucién que contiene inmunoglobulina se ajusta con una solucion acida o
basica a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3 y se pone en contacto con los grupos cargados
negativamente pre-equilibrados con un tampén que tiene el mismo pH que la solucién y se recoge la fracciéon no
unida. El pH de la fraccion recogida puede ajustarse con una solucion basica a un pH en el intervalo de 7 a 8,2 y
ponerse en contacto con los grupos cargados positivamente pre-equilibrados con un tampén o PuW que tiene el
mismo pH que la fraccién y se recoge la fraccion no unida.

En una realizacién de la invencion, los pasos del intercambiador aniénico y catiénico son uno
inmediatamente después del otro. En otra realizacién de la invencién, hay pasos adicionales entre los pasos de
intercambiador anidnico y catiénico de la invencion.

Los pasos del intercambiador aniénico o catidénico pueden realizarse varias veces para aumentar la
purificacion.

El término "grupos cargados positivamente" como se usa en la presente se refiere a una molécula que
comprende grupos quimicos que llevan una carga positiva como amonio, alquilamonio, dialquilamonio,
trialquilamonio, amonio cuaternario [por ejemplo, dietilaminoetiio (DEAE), un dimetilaminoetio o wun
trimetilaminoetilo], grupos alquilo, H*, Na*, K* Ca?", Mg?, grupo funcional amino (por ejemplo, NRxH*), y
combinaciones de los mismos.

En una realizacién de la invencion, los grupos cargados positivamente son amonio cuaternario (Q). En otra
realizacion de la invencion, los grupos cargados positivamente son dietilaminoetilo (DEAE).

En una realizacion de la invencion, la solucion que contiene inmunoglobulina se pone en contacto primero
con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados a un pH en el intervalo de 7 a 8,2,
se recoge la fraccion no unida; luego la fraccion no unida se pone en contacto con el soporte que comprende los
grupos cargados negativamente inmovilizados; y se recoge una fraccion | no unida. Alternativamente, la solucién que
contiene inmunoglobulina puede ponerse en contacto primero con el soporte que comprende los grupos cargado
negativamente inmovilizados; se recoge una "fraccion | no unida"; y luego la fraccion | no unida se pone en contacto
con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados y se recoge una "fraccion no unida".

El soporte que comprende los grupos cargados positivamente puede estar compuesto de cualquier material
que sea capaz de unirse a una molécula que comprenda grupos quimicos que lleven una carga positiva como se ha
definido anteriormente.

El soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados es referido generalmente como
intercambiador aniénico. Los "intercambiadores aniénicos" reciben su nombre por su capacidad de atraer o unir
aniones o particulas cargadas negativamente. Los intercambiadores anidnicos son bien conocidos en la técnica
(Practical Protein Chromatography editado por Kenney y Fowell Volumen 11 Humana Press, 1992). En los
intercambiadores aniodnicos, el sistema de soporte esta cargado positivamente y una molécula se unira si el pH del
tampon es mas alto que el punto isoeléctrico Unico de la proteina.

El soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados puede ser un intercambiador
anionico débil o fuerte. Un intercambiador aniénico débil se refiere generalmente a un intercambiador que esta
compuesto por un acido débil que pierde gradualmente su carga a medida que disminuye el pH, mientras que un
intercambiador anionico fuerte se refiere generalmente a un intercambiador que esta compuesto por un acido fuerte
que puede mantener su carga sobre un amplio intervalo de pH.

La solucién/fraccion puede estar a una temperatura en el intervalo de 8 a 37° C mientras se pone en
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contacto con el soporte.

La solucion/fraccion que contiene inmunoglobulina puede ponerse en contacto con el soporte varias veces
y/o pueden usarse dos o mas filtros combinados en una sola unidad funcional.

El soporte puede equilibrarse antes de poner en contacto la solucién o fracciéon con el soporte, por ejemplo,
lavando el soporte con el tampén de la solucion/fraccion que contiene inmunoglobulina.

Mas especificamente, después de poner en contacto la soluciéon con el soporte que comprende los grupos
cargados positivamente inmovilizados, se recoge la fraccion no unida (el flujo a través del material obtenido después
de poner en contacto la solucién de inmunoglobulina con el soporte). En el caso de la cromatografia en columna, la
fraccion no unida puede obtenerse después del lavado de la columna cargada con el mismo tampoén usado para el
equilibrio y/o el tampdn usado para cargar la solucién/fraccion que contiene inmunoglobulina en la columna.

Las posibilidades alternativas de inmovilizacion entre el soporte y los grupos cargados positivamente se
detallan anteriormente para las posibilidades de inmovilizacién entre el soporte y los grupos cargados
negativamente.

En el caso de usar una columna como el soporte que comprende los grupos cargados positivamente, la
solucién que contiene inmunoglobulina puede ponerse en contacto con la columna a una velocidad lineal de entre 1
y 2 ml/min/cm?. El término "velocidad lineal de filtracion" se refiere a la velocidad de una solucion que fluye a través
de una columna.

La invencion también proporciona un método para eliminar un agente trombogénico de una soluciéon que
contiene inmunoglobulina que comprende los pasos de: proporcionar la solucién que contiene inmunoglobulina a un
pH en el intervalo de 7 a 8,2, proporcionar un soporte que comprende grupos cargados positivamente inmovilizados
y, proporcionar un soporte que comprende grupos cargados negativamente inmovilizados; poner en contacto la
solucién con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados; recoger la fraccion no
unida; ajustar el pH de la fraccion a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3; poner en contacto la
fraccidon no unida con el soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados; y recoger una
fraccion | no unida.

En una realizacion de la invencion, las cantidades detectables de agentes generadores de trombosis (por
ejemplo, PKA, calicreina y/o FXla) se eliminan de la solucion que contiene inmunoglobulina.

El término "detectable" se refiere, por ejemplo, a un nivel detectado usando un método de analisis como se
describe a continuacion en la seccion Materiales y Métodos.

En una realizacion de la invencion, una eliminacion de PKA de mas del 80%, por ejemplo, 83%, 85%, 90%,
95% y 99% de la solucion o fraccién que contiene inmunoglobulina en comparacion con el contenido inicial de PKA
(antes de poner en contacto la solucién o la fraccion con el soporte que comprende los grupos cargados
positivamente inmovilizados de acuerdo con la invencion) se considera eficiente. Los descubrimientos de acuerdo
con la invenciéon también muestran que el uso de una columna SDR hecha de un polimero acrilico hidréfobo
reticulado tridimensional dio como resultado la eliminacion de cantidades residuales de FXla. Una columna SDR es
una técnica cromatografica en la que la muestra interactia, a una concentracion de sal de fase movil relativamente
alta, con una fase estacionaria hidrofoba.

Por consiguiente, la solucion que contiene inmunoglobulina también puede ponerse en contacto con un
material cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional, y luego se recoge una
fraccion no unida (por ejemplo, "fraccion Il no unida"). Alternativamente, la puesta en contacto con el material
cromatografico que comprende el polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional puede llevarse a cabo
después de poner en contacto con el soporte que comprende los grupos cargados negativamente inmovilizados o
después de poner en contacto con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados, es
decir, "la fracciéon no unida", la "fraccién | no unida" o la "fraccién Il no unida" se ponen en contacto con el material
cromatografico que comprende el polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional, y luego se recoge una
fraccion 11l no unida. Un ejemplo de dicho polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional es la resina HyperD
suministrada por Biosepra. La cromatografia HyperD implica un modo mixto de adsorcion de interaccion hidréfoba y
exclusion molecular [Guerrier L et al. "Specific sorbent to remove solvent-detergent mixtures from virus-inactivated
biological fluids". J Chromatogr B Biomed Appl. 3 de febrero de 1995; 664(1):119-125].

Se observé (usando el modelo animal de Wessler como se describe en Wessler et al. Biologic assay of a
thrombosisinducing activity in human serum. J Appl Physiol. 1959;14:943-946) que una composicion de
inmunoglobulina sometida a eliminacion de calicreina, PKA y/o FXla de acuerdo con la invencién mostré una
actividad inductora de trombosis reducida.
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En una realizaciéon, la invencién proporciona un método para purificar una solucion que contiene
inmunoglobulina de agentes trombogénicos que comprende: someter la solucién a por lo menos dos pasos de
cromatografia i6nica negativa: una cromatografia de intercambio anionico a un pH en el intervalo de 7 a 8,2; seguido
de una cromatografia de intercambio cationico a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3. El
método puede comprender ademas el paso de someter la solucion a cromatografia hidréfoba negativa usando un
material cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional.

La invencion también proporciona un método para preparar una composicion de inmunoglobulina que
comprende los pasos de: someter una soluciéon que contiene inmunoglobulina a por lo menos dos pasos de
cromatografia i6nica negativa: una cromatografia de intercambio anionico a un pH en el intervalo de 7 a 8.2; seguido
de una cromatografia de intercambio catiénico a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3.

La cromatografia de intercambio catiénico puede llevarse a cabo a un intervalo de pH de mas de 3,8 a igual
o menos de 5,0, a un intervalo de pH de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 5,0, a un intervalo de pH de mas de
3,8 aigual o menos de 4,7, en un intervalo de pH de mas de 3,8 a igual o menos de 4,3, o en un intervalo de pH de
igual o mas de 4,0 a igual o menos de 4,3.

Los métodos de la invencion pueden comprender ademas una cromatografia hidréfoba negativa usando un
material cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional.

En ciertas realizaciones, el flujo a través del material desde el intercambiador catiénico de acuerdo con la
invencion se denomina fraccion | no unida; el flujo a través del material desde el intercambiador anioénico de acuerdo
con la invencion se denomina fraccién no unida; el flujo a través del material de un segundo paso del intercambiador
catiénico de acuerdo con la invencion se denomina fraccion Il no unida; y el flujo a través de un material
cromatografico que comprende polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional de acuerdo con la invencién se
denomina fraccion Il no unida. Cada una de estas fracciones puede cargarse en uno o mas de los pasos y
condiciones cromatograficos de acuerdo con la invencion en un orden diferente para eliminar los agentes
trombogénicos y para recoger el flujo que contiene inmunoglobulina a través de la fraccion.

En una realizacion de la invencion, una soluciéon que contiene inmunoglobulina se carga en el polimero
acrilico hidréfobo reticulado tridimensional como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.468.733. La
fraccion Il no unida resultante se recoge, el pH de la fraccién Il no unida se equilibra a 7-8,2, y la fraccion Il se
somete a un intercambiador aniénico bajo condiciones de pH similares. La fraccion no unida se recoge, el pH de la
fraccion no unida se equilibra de acuerdo con la invencién antes de cargarla en un intercambiador catiénico de
acuerdo con la invencion, y se recoge la fraccién no unida I. Este ultimo paso puede repetirse.

El término "cromatografia negativa" se refiere a las condiciones elegidas de tal manera que solo una
proporcion relativamente pequefia (por ejemplo, menos del 25%) o ninguna de una proteina purificada (es decir,
inmunoglobulina) se una al soporte de la cromatografia y, por tanto, pase a través del soporte en la separacion
cromatografica. La parte predominante de la proteina esta presente en el flujo a través del material.

El término "cromatografia positiva" se refiere a las condiciones elegidas de tal manera que la mayoria de
una proteina purificada (es decir, inmunoglobulina) se una al soporte de la cromatografia y, por lo tanto, se requiere
un paso de eluciéon en condiciones no isocraticas para recuperar la proteina.

Los resultados muestran que también se obtuvo una eliminacion eficiente de los agentes trombogénicos en
el proceso de aumento progresivo de la cromatografia de intercambio cationico y aniénico.

La invencion también proporciona una composicion de inmunoglobulina que comprende niveles bajos de un
agente trombogénico. La inmunoglobulina puede proporcionarse en forma liquida o soélida, por ejemplo, como un
polvo liofilizado.

En una realizacion de la invencion, la solucion que contiene inmunoglobulina se pone primero en contacto
con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados (intercambiador aniénico); la
fraccion no unida resultante se recoge y se pone en contacto con el soporte que comprende los grupos cargados
negativamente inmovilizados (intercambiador catiénico) y se recoge la fraccion | no unida resultante que comprende
la composicion de inmunoglobulina con agentes poco trombogénicos. En una realizacion de la invencion, la solucion
que contiene inmunoglobulina también se pone en contacto con un material cromatografico que comprende polimero
acrilico hidrofobo reticulado tridimensional (cromatografia hidréfoba-HIC).

Una composicién de inmunoglobulina con niveles bajos de un agente trombogénico se refiere, por ejemplo,
a una composicion que tiene menos de 6 Ul/ml de PKA; a una composicion que muestra una generacion de trombina
de menos de aproximadamente 100 nM cuando se determina la formaciéon de trombina en la composicion de
inmunoglobulina, por ejemplo, llevando a cabo un ensayo de generacion de trombina como se describe a
continuacioén; menos de 0,8 ng/ml de FXla; y/o menos de 200 ng/ml de calicreina (por ejemplo, menos de 126 ng/ml).
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Los niveles de PKA, calicreina y FXla pueden determinarse realizando un ensayo como se describe a continuacion
en la seccion Materiales y Métodos.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a una composicion de inmunoglobulina obtenible de acuerdo con el
método de la invencién. La composicion de inmunoglobulina puede proporcionarse en un receptaculo. El vial o la
jeringuilla precargada puede contener diferentes volumenes de la composicion, por ejemplo, la composicién puede
tener un volumen de 0,5 ml, 2 ml, 10 ml, 30 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1 litro, 2 litros y 3 litros.

El término "receptaculo” se refiere a cualquier recipiente disefiado para contener la composicién de
inmunoglobulina.

La composicion de inmunoglobulina puede comprender una concentracion de proteinas en el intervalo del 2
al 20% plv, o 5-10%. En una realizacién de la invencion, la composicion tiene una concentracion de proteinas en el
intervalo del 4,5-5,5% p/v. En otra realizacién de la invencién, la composicion tiene una concentracion de proteinas
de aproximadamente el 5% p/v. En otra realizacion, la composicion tiene una concentracion de proteinas de
aproximadamente el 10% p/v. En una realizacion, la concentracion de proteinas es de aproximadamente 50 mg/ml.
El % de inmunoglobulina del contenido de proteinas total puede ser superior al 90%. En una realizaciéon de la
invencion, el porcentaje de inmunoglobulina del contenido total de proteinas es del 95%.

En otra realizaciéon de la invencion, la composicion de inmunoglobulina comprende un porcentaje bajo de
agregados de proteinas, por ejemplo, menos del 3% de agregados de proteinas.

El término "agregados" se refiere a un trozo de material que contiene sdélidos como agregados de proteinas.
Los agregados se pueden medir por HPLC.

En una realizacién de la invencion, la composicion se proporciona en un volumen de 50 ml y tiene un
contenido de proteinas de 2,5 g. En otra realizacion de la invencion, la composicion se proporciona en un volumen
de 100 ml y tiene un contenido de proteinas de 5,0 g. En otra realizacién de la invencion, la composicion se
proporciona en un volumen de 200 ml y tiene un contenido de proteinas de 10,0 g.

Los viales que comprenden la composicién pueden almacenarse a una temperatura de menos de 25° C,
como a una temperatura de 0° C o de 2° C a 8° C y protegerse de la luz hasta su uso.

La composiciéon de inmunoglobulina también puede comprender excipientes. Como se usa en la presente,
el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte que se afiade a la composicion farmacéutica. Los excipientes
pueden afadirse a la composicién, por ejemplo, para asegurar que el ingrediente activo conserve su estabilidad
quimica y actividad biolégica durante el almacenamiento, para ayudar al proceso de fabricaciéon y/o por razones
estéticas, por ejemplo, color. Los ejemplos de excipientes incluyen, pero no estan limitados a, varios azucares como
maltosa o D-sorbitol; glicina; excipientes poliméricos, como PEG o proteinas séricas, como la albdmina.

La composicion de inmunoglobulina puede comprender por lo menos el 95% de inmunoglobulina G humana
normal como ingrediente activo, el 10% de maltosa y agua para inyeccion. El contenido de inmunoglobulina A (IgA)
puede ser igual o menor a <0,15 mg/ml.

Otro objeto mas de la invencion se logra proporcionando un método para tratar a un sujeto que padece una
inmunodeficiencia, por ejemplo, inmunodeficiencia primaria y secundaria, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad autoinmune o una infeccién aguda, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una
composicion de inmunoglobulina de acuerdo con la invencion.

El término "sujeto” incluye animales de origen mamifero, incluyendo humanos. En una realizacion, el sujeto
es un paciente.

El término "una cantidad eficaz" se refiere a la dosis requerida para prevenir o tratar (aliviar un sintoma o
todos los sintomas) una enfermedad, trastorno o afeccion. La cantidad eficaz puede medirse en base a cualquier
cambio en el curso de la enfermedad en respuesta a la administraciéon de la composicién. La dosis eficaz puede
cambiarse dependiendo de la edad y el peso del sujeto, la enfermedad y su gravedad (por ejemplo, etapa temprana
0 avanzada) y otros factores que pueden ser reconocidos por los expertos en la técnica.

La composicion de inmunoglobulina puede usarse para terapia de reemplazo como en inmunodeficiencia
primaria (pacientes con sintesis de anticuerpos defectuosos primaria como agammaglobulinemia o
hipogammaglobulinemia); leucemia linfocitica crénica (CLL) con hipogammaglobulinemia secundaria grave e
infecciones recurrentes, en quienes los antibidticos profilacticos han fallado; mieloma en fase de meseta con
hipogammaglobulinemia e infecciones bacterianas recurrentes que no han respondido a la inmunizacion
neumocoacica; pacientes con hipogammaglobulinemia | después de un trasplante de células madre hematopoyéticas
(TCMH) alogénico; nifios con SIDA congénito e infecciones recurrentes; y trasplante de médula ésea alogénico; y en
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inmunomodulacion como en polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP); purpura trombocitopénica
idiopatica (ITPI); sindrome de Guillain-Barré; y la enfermedad de Kawasaki.

La dosis y el régimen de dosificacion dependen del uso previsto. En la terapia de reemplazo, la dosificacion
puede necesitar ser individualizada para cada paciente, dependiendo de la respuesta farmacocinética y clinica.

La composicion de inmunoglobulina preparada de acuerdo con la invencién que tiene bajos niveles de
agentes trombogénicos puede administrarse por vias que llevan a la absorcion sistémica. Ejemplos no limitativos de
vias de administracion incluyen, pero no se limitan a, intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal e intramuscular.
Ventajosamente, los pacientes pueden recibir una dosis alta de la solucion de inmunoglobulina preparada de
acuerdo con la invenciéon que tiene bajos niveles de agentes trombogénicos. La administracion puede llevarse a
cabo en una dosis inicialmente mas alta, por ejemplo, 0,4-0,8 g/kg seguido de la misma dosis o dosis mas bajas a
intervalos. Puede pretenderse que las dosis mas altas aumenten rapidamente la concentracién de inmunoglobulina
del paciente a una concentracion objetivo eficaz.

El término "intravenoso" se refiere a la administracion de la composicidon en la vena de un sujeto. La
administracion puede ser intermitente o por goteo continuo. El término "intermitente" es sinénimo del término "bolo
intravenoso" o "pulso intravenoso".

El término "subcutaneo" se refiere a la introduccién de la composicion por inyeccion debajo de la piel de un
sujeto. La inyeccion puede llevarse a cabo creando un bolsillo como pellizcando o estirando la piel hacia arriba y
lejos del tejido subyacente. Opcionalmente, la infusion puede llevarse a cabo mediante implantacion subcutanea de
una bomba de administracion de farmacos implantada debajo de la piel del sujeto. La bomba puede suministrar una
cantidad predeterminada de inmunoglobulina a una tasa predeterminada durante un periodo de tiempo
predeterminado.

Por "intramuscular" se entiende una introduccion de la composicion de inmunoglobulina directamente en un
musculo. Las inyecciones pueden administrarse en cualquier musculo incluyendo, pero no limitado a, los musculos
deltoides, vasto lateral, ventrogluteal y dorsogluteal. La administracion puede llevarse a cabo en mdltiples
localizaciones. La "inyeccion intraperitoneal” se refiere a la inyeccion de la inmunoglobulina en el peritoneo.

La composicion de inmunoglobulina de la invencién puede prepararse a partir de sangre o fracciones de
sangre donadas por donantes sanos. La inmunoglobulina puede prepararse a partir de sangre o fracciones de
sangre agrupadas obtenidas de 1000 donantes y mas. La inmunoglobulina puede prepararse a partir de donantes
seleccionados con altos titulos de anticuerpos. Un ejemplo de tal técnica se divulga en la WO-2007/017859 cuyo
contenido se incorpora en la presente por referencia. El término "fraccién de sangre" se refiere a una fraccion de
sangre completa que comprende inmunoglobulinas como plasma o suero. La composicion de inmunoglobulina
puede obtenerse volviendo a suspender Pasta Il, a partir del fraccionamiento en plasma, por ejemplo, de acuerdo
con el fraccionamiento de Cohn y/o el método de fraccionamiento de Kistler-Nitschmann (KN).

Las composiciones de inmunoglobulina derivadas de componentes sanguineos se purifican tipicamente a
partir de particulas infecciosas. La inactivacion viral puede llevarse a cabo por filtracién, nanofiltracién, tratamiento
con solvente/detergente, tratamiento térmico como, pero no limitado a, pasteurizacion, irradiacion gamma o UVC
(<280 nm), o por cualquier otro método conocido en la técnica.

En una realizacién de la invencién, la composicion de inmunoglobulina se purifica por el método de
solvente-detergente usando TnBP/Triton-X-100, y por nanofiltracion a pH-4.

El término "particula infecciosa" se refiere a una particula microscépica como, pero no limitado a, un
microorganismo o un prién, que puede infectar o propagarse en las células de un organismo bioldgico. Las particulas
infecciosas pueden ser particulas virales.

El procedimiento de inactivacién de particulas infecciosas puede llevarse a cabo mediante la adiciéon de una
molécula inactivadora a la composicién antes y/o durante el procedimiento de purificacion. Las moléculas afiadidas y
sus productos pueden eliminarse por gravitacion, cromatografia en columna o por cualquier otro método conocido en
la técnica. La eliminaciéon de particulas infecciosas puede llevarse a cabo mediante nanofiltracion o mediante
métodos de absorcion selectiva, como la afinidad, el intercambio idnico o la cromatografia hidréfoba. Puede llevarse
a cabo un procedimiento de inactivacion viral de multiples pasos. Por ejemplo, la solucion que contiene
inmunoglobulina puede someterse a tratamiento con solvente/detergente, tratamiento térmico, cromatografia
selectiva y nanofiltracion.

El término "inactivacion viral" se refiere tanto a la situaciéon en la que los virus se mantienen en la solucién

pero se vuelven inviables (por ejemplo, disolviendo su capa lipidica), y/o como a la situacion en la que los virus se
eliminan fisicamente de la solucién (por ejemplo, por técnicas de exclusion por tamafio).
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El "tratamiento con solvente/detergente (S/D)" se refiere tipicamente a un proceso que inactiva los virus
recubiertos con envoltura al destruir su envoltura lipidica. El tratamiento puede llevarse a cabo mediante la adicién
de detergentes (como Triton X-45, Triton X-100 o Tween 80) y solventes [como tri(n-butil) fosfato (TnBP), di- o
trialquilfosfatos]. La combinacion de solvente-detergente usada para desactivar virus recubiertos de lipidos puede
ser cualquier combinacion de solvente-detergente conocida en la técnica como TnBP y Triton X-100; Tween 80 y
colato de sodio y otros. La concentracion de los solventes detergentes puede ser la usada comunmente en la
técnica, por ejemplo, >0,1% de TnBP y >0,1% de Triton X-100. Tipicamente, las condiciones bajo las cuales el
solvente-detergente inactiva los virus consisten de 10-100 mg/ml de solvente-detergente a un nivel de pH que varia
entre 5-8, y una temperatura que varia entre 2-37° C durante 30 min. a 24 horas. Sin embargo, otras combinaciones
de solvente detergente y condiciones adecuadas seran evidentes para cualquier persona con experiencia en la
técnica. La mayor parte del solvente-detergente usado en el tratamiento S/D se puede eliminar, por ejemplo, usando
columnas de cromatografia, como la columna de cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), por ejemplo, material
de compactacion de silice C-18 y SDR (eliminacion de solvente-detergente) HyperD; matrices de adsorcion de
proteinas como matrices de intercambio idnico; matrices de afinidad; y/o matrices de exclusion por tamafo. La
eliminacion de S/D puede comprender ademas un paso de extraccion de aceite.

La "nandfiltracion" se refiere tipicamente a un proceso mediante el cual los virus con y sin envoltura de
lipidos se excluyen de la solucion, por ejemplo, usando filiros especiales a escala nanométrica como Planova™ 20N,
35N y 75N; Viresolve/70™, Viresolve/180™. Los filtros pueden tener un tamafio de poro de menos de 70 nm,
preferiblemente entre 15 y 50 nm. Sin embargo, en nanofiltracion puede emplearse cualquier membrana que tenga
un tamano de poro suficiente para reducir o eliminar virus de la solucion. Los virus eliminados por nanofiltracion
pueden tener envoltura [por ejemplo, VIH, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus del Nilo Occidental,
citomegalovirus (CMV), virus de Epstein-Barr (EBV), virus del herpes simple] y no tener envoltura (por ejemplo, virus
de la hepatitis A, paravirus B19, virus de la polio). Ejemplos de técnicas de purificacion de inmunoglobulina se
divulgan en la Patente de Estados Unidos N° 6.468.733, Patente EP N° 1.161.958 y Publicacién Internacional de
PCT WO 99/18130 cuyos contenidos se incorporan por referencia. Por ejemplo, un método para la purificacion de
inmunoglobulinas a partir de una solucién fuente como la Fraccion Il Cohn puede comprender: (a) pretratar una
resina de intercambio catidnico con una solucidn acida que tiene un pH de 4,0-4,5; (b) poner en contacto la solucion
fuente con la resina de intercambio catiénico; y (c) eluir las inmunoglobulinas unidas a la resina de intercambio
catiénico. Antes del contacto con la resina de intercambio catiénico, la solucién fuente puede tratarse con un
solvente organico y detergente.

Otro método para la purificacién de inmunoglobulinas puede comprender: (a) tratar la solucion con una
combinacién de solvente-detergente, a concentraciones y bajo condiciones que sean suficientes para inactivar los
virus recubiertos de lipidos; (b) eliminar la combinacion de solvente-detergente de la solucién pasando la solucion
obtenida en (a) sobre un relleno cromatografico compuesto de perlas de silice cuyo volumen de poro se llena con
polimero acrilico hidréfobo reticulado tridimensional; y (c) pasando la solucion del paso (b) a través de un filtro que
tiene un tamarfio de poro de aproximadamente 15 nm a aproximadamente 70 nm como se describe en la Patente de
Estados Unidos N° 6.468.733.

La composicion de inmunoglobulina puede concentrarse mediante un proceso de ultrafiliracion. La
ultrafiltracion puede ser seguida por diafiltracion para intercambiar el tampdn. La concentracion y la dialisis por
ultrafiltracion y diafiltracion, respectivamente, pueden realizarse en un paso o como dos pasos separados. La
diafiltracion puede llevarse a cabo contra cualquier solucién que sea adecuada para la administracién humana. Los
ejemplos no limitativos de tales soluciones incluyen, pero no se limitan a, 0,3% de NaCl y de aproximadamente 1,6 a
aproximadamente 2,6% de glicina, como aproximadamente 2,25%.

Ejemplos
Materiales y Métodos.
Solucion de inmunoglobulina.
a) Resuspension de Pasta Il

Se transfirio pasta Il (45 Kg), preparada a partir de plasma por el método de fraccionamiento de Cohn
(Cohn, E.J. The history of plasma fractionation. In Advances in Military Medicine, Andrus et al. Eds. Little, Brown &
Co, 1948), a un tanque triturador al que se le afiadié agua para inyeccion (WFI) fria (4° C) (3 veces el peso de la
pasta Il) para lograr un peso final de 180 kg. La pasta resuspendida se agité primero durante un periodo de
aproximadamente 5 horas a 4-6° C, y luego se decant6 a 4-6° C sin agitacion durante aproximadamente 37 horas,
para permitir la precipitacion de los principales agregados de proteinas. Después de la precipitacion, el sobrenadante

se separo del precipitado y se us6 para el paso siguiente.

b) Filtracion CUNO
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El sobrenadante obtenido en el paso anterior se filtr6 a través de un par paralelo de filtros de profundidad
cargados positivamente CUNO de 0,2 ym (Cuno Zeta Plus, Cuno incorporation Inc. CT USA), para eliminar los
agregados. La presion del filiro no excedid 1,0 Bar durante el paso de filtracion. El caudal de fluido durante la
filtracion fue de 60 I/h y la temperatura fue de 7,2° C.

c) Cromatografia de intercambio aniénico: columna de dietilaminoetilcelulosa (DEAE).

En el siguiente paso, la solucion resultante del paso b) se sometié a un intercambiador aniénico (ver los
Ejemplos 7-11).

A menos que se indique lo contrario, la columna de DEAE se equilibré con un valor de 7 columnas (CV; es
decir, 77 ml) de agua pura (o WFI) a un caudal de fluido de 2,8 ml/min. Después del equilibrio, se carg6 en la
columna la solucion de inmunoglobulina resultante del paso b). La presion de la columna no excedié de 1,0 Bar.

En el caso de procesamiento adicional, el paso c), a menos que se indique lo contrario, se llevé a cabo
usando las siguientes condiciones (condiciones de aumento progresivo): se uso la columna de DEAE (Toyopearl
DEAE-650M; TOSOHAAS) como intercambiador anidnico [7,5 | de resina. El diametro de la columna era de 35 cm; y
una altura de lecho de 15 cm]. La columna se lavo con 360 | de WFI a un caudal de fluido de 110 I/hora. La carga se
realizé como después de la filtracion CUNO a un caudal de fluido de 60 I/hora a 8-10° C (temperatura del material).
El volumen de carga de la solucién de inmunoglobulina fue de 18 volumenes de columna, el pH de la solucion
sometida fue de 7-7,6. La cromatografia se realizé a temperatura ambiente (22 + 2° C).

d) Ajuste de pH
El pH de la solucion se ajustd a 4,59 afiadiendo HCI 0,5 M bajo agitacion continua.

La temperatura se mantuvo a 8 + 2° C. Para eliminar los agregados, la solucion se filtré a través de un filtro
de 0,45 pm-0,65 pm (Sartobran) en un recipiente limpio.

e) Concentracion a 90 g/l y diafiltracion

La solucion resultante de d) se ultrafiltré usando un casete de ultrafiltracion que contenia una membrana
con un limite de exclusion de 30.000 D (Filtron Maxisette; 30 KD). El casete se preparé lavando con 500 kg de WFI.
Durante la ultrafiltracion, la solucion de proteina (200 Kg) se concentré a 90 g/l (un peso final de 141 Kg). Este paso
fue seguido por diafiltracion contra 705 Kg de WFI a volumen constante para eliminar el etanol residual y disminuir la
osmolalidad a <30 mOsm/Kg. La concentracion de proteina se ajusté luego a 73 g/l con WFI para alcanzar un
volumen final de 173 kg. La temperatura se mantuvo a 8 + 2° C durante todo este paso.

Se llevd a cabo una cromatografia de intercambio catidnico [usando la membrana Mustang® S, capsula
Mustang® S, columna SP o columna CM (para las condiciones especificas, ver los Ejemplos 2-4, Ejemplo 5, Ejemplo
1 y Ejemplo 1, respectivamente)] siguiendo el paso c)- usando la columna SP o siguiendo el paso e)- usando la
membrana Mustang® S o la capsula Mustang® S.

Cuando se llevé a cabo la cromatografia de intercambio catidnico siguiendo el paso c)- se sometieron a
cromatografia aproximadamente 50-60 mg/ml de proteina. Cuando se llevé a cabo la cromatografia de intercambio
catiénico siguiendo el paso €), se sometieron a cromatografia aproximadamente 70 mg/ml de proteina.

Para reducir los agregados, antes de someter la solucién de inmunoglobulina al intercambiador catidnico, la
solucion se filtré a través de un filtro [filtro de profundidad de 1,2 ym obtenido de Sartorius sartopure (antes de la
columna SP) o un filtro CA de 0,2 ym obtenido de Corning (antes de la membrana Mustang® S o la capsula
Mustang®)].

Para la columna SP, la columna se equilibré antes de cargar la solucién de inmunoglobulina con 20 ml de
tampodn de acetato 20 mM que tenia un nivel de pH compatible como la solucién de inmunoglobulina a cargar.

Para la membrana Mustang® S, la membrana del filiro se equilibré antes de cargar la solucion de
inmunoglobulina con 20 ml de tampén de acetato 20 mM que tenia un nivel de pH compatible como la solucion de
inmunoglobulina a cargar.

Para la capsula Mustang® S, la capsula se preacondicion6 antes del equilibrio de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. A menos que se indique lo contrario, en el paso siguiente, la capsula se equilibré con
600 ml de tampon de acetato 20 mM con un nivel de pH de 4,2. Tratamiento solvente/detergente (S/D).

La solucion de inmunoglobulina se equilibré a un pH de 5,3 y se sometié a tratamiento S/D (para inactivar
los virus con envoltura lipidica) de la siguiente manera: Se mezclaron 1% de Triton X-100 y 0,3% de tri(n-butil)
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fosfato (TnBP) (v/v) y luego se afiadieron lentamente a la solucién mientras se agitaba rapidamente (20 Hz) la
solucion. La solucion se incubd luego durante aproximadamente 4,5 horas a 6,9° C, bajo agitacion constante suave.
Al final del periodo de incubacion, la temperatura se elevdé a 23° C durante un periodo de 1-1,5 horas y bajo
agitacion (a una velocidad de 20 Hz). En el paso siguiente, la solucion tratada con SD se filtré secuencialmente a
través de un filtro de 3 p de profundidad (Sartorius) seguido de un filtro de membrana de 0,45-0,65 ym (Sartorius)
(para eliminar los restos de particulado grueso antes de un paso posterior de eliminaciéon de S/D).

Eliminacién de S/D por columna SDR.

La eliminacion del S/D se llevé a cabo mediante una columna dedicada de resina de cromatografia de
eliminacion de solvente-detergente HyperD (SDR-HyperD de Biosepra). Antes de cargar la solucion de
inmunoglobulina tratada con SD, la columna se preparé con 450 Kg de WFI (a una presién maxima de 0,8 bar) y a
un caudal de 80 I/h. La longitud de la columna fue de 54 cm, con un diametro de 28 cm y el volumen de la resina fue
de 30-32 I. El caudal fue de 78 L/h, y se usaron 37 Kg de WFI para lavar la columna después de cargar la muestra
para lograr el valor de referencia. El flujo total a través del volumen recogido fue de 176,7 kg.

Mediciones de los niveles de activador de precalicreina.

El activador de precalicreina (PKA), el primer zimégeno en la cascada de coagulacion intrinseca, activa la
precalicreina a calicreina. En este ensayo, la precalicreina (que se afade a la muestra analizada) se activa a
calicreina por el PKA que se encuentra en la muestra analizada. La calicreina formada luego escinde un sustrato
cromogénico (H-D-But-CHA-Arg-pNA) a p-nitroanilina (pNA) coloreada a una velocidad constante (ver la reaccion a
continuacion). La reaccion puede medirse espectrofotométricamente a 405 nm.

El color obtenido es proporcional a la cantidad de PKA presente en la muestra analizada.

PKA
Precalicreina —————  Calicreina

45 min, 37°C

Calicreina

_—

H-D-But-CHA-Arg-pNA + H,O H--D-But-CHA-Arg-OH + pNA

15 min, 37°C

Todos los reactivos requeridos provienen del kit de ensayo del activador de precalicreina (Diagndstico de
ruta; Codigo de producto: PW30100). El ensayo se realizé a 37° C.

Mas especificamente, el ensayo se llevo a cabo de la siguiente manera:

i) Paso A para preparaciones en blanco: 25 ul de cada diluciéon estandar de PKA (0, 3,125, 6,25, 12,5y 18,75
Ul/ml. Las varias concentraciones de PKA se prepararon a partir de una solucién de PKA diluida con el kit del
tampon); se pipetearon el control positivo [un estandar internacional de la FDA para PKA que contenia 10
Ul/ml de PKA]J; o las muestras de prueba diluidas (diluciéon 1:2 con el kit del tampdn) en una microplaca de 96
pocillos.

i) Pasos para los estandares de PKA, control positivo y muestras de prueba: se pipetearon 25 pl de cada
dilucién estandar de PKA o muestras de prueba diluidas (las mismas diluciones que se prepararon
anteriormente) en un tubo eppendorf. Luego, se afadieron 50 pl de solucidon de precalicreina humana en
cada tubo eppendorf. El tubo se tapd y se mezclod y se transfirieron 25 ul de cada tubo eppendorf (por
duplicado) a pocillos de microplacas.

i) En el siguiente paso, la placa se incubé durante 30 minutos a 37° C.

iv) Paso B para preparaciones en blanco: después de 30 minutos de incubacion, se afiadieron 50 pl de una
solucién de precalicreina humana precalentada (37° C) en todos los espacios en blanco (ver preparaciones
del paso i), y el contenido del pocillo se mezclé usando un pipeta. Luego, se transfirieron 25 ul del contenido
de cada uno de estos pocillos inmediatamente (por duplicado) a los pocillos de microplacas correspondientes.
La microplaca se incub6 a 37° C durante aproximadamente 15 minutos adicionales (un total de 45 minutos de
periodo de incubacion).
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v) Pasos para todas las preparaciones: se afadieron a todos los pocillos (pocillos de los pasos ii y iv) 100 pl
de solucion de trabajo de sustrato de calicreina precalentada (a 37° C) (una solucion que comprende el
sustrato cromogénico).

vi) La microplaca se colocd en un lector ELISA (a 37° C) y se midi6 la densidad 6ptica (OD) a 405 nm
después de 2 min (OD2 min) ¥ una vez mas después de 12-17 minutos de incubacion (ODxmin.)

La OD obtenida para los espacios en blanco se sustrajo de la OD obtenida para las muestras de prueba
correspondientes.

El contenido de PKA se calcul usando /AODx.2) (después de restar el espacio en blanco de cada lectura)
como se interpola a partir de una curva de calibracién estandar teniendo en cuenta el factor de dilucion relevante.
Los resultados se presentan en unidades internacionales/ml.

Ensayo de generacion de trombina - para la estimacion de eliminacion de FXI/FXla.

El ensayo de generacion de trombina (TGA) es un método hemostatico global que mide la cantidad de
trombina generada y degradada a lo largo del tiempo. Este ensayo estima la capacidad (o potencial) de cualquier
muestra dada para generar trombina cuando se desencadena la cascada de coagulacion (ya sea por un
desencadenante intrinseco o extrinseco). La TG se monitoriza mediante la conversion de un sustrato de trombina
fluorogénica y la calibracion de la generacion de trombina de la muestra frente a un estandar de actividad de
trombina definido.

El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos de fondo redondo (fondo U) transparentes y fluorbmetro
termoelectronico ("Fluoroskan FL") equipado con un conjunto de filiros de 390/460 nandmetros y un dispensador.

Para medir los niveles de FXI/FXla, se usé plasma deficiente en FXI (obtenido de Stago; niumero de
catalogo 00723) y la cascada de coagulacion se desencadend por factor tisular 1 pM (lleva a la activacion de la via
de coagulacion extrinseca) y fosfolipidos 4 uM (lleva a la activacion de la via de coagulacion intrinseca) (el factor
tisular y los fosfolipidos se mezclan entre si y se proporcionan en un reactivo-PPP-reactivo bajo; Stago; numero de
catalogo TS 31.00). La medicién se realizé6 de acuerdo con: "The Thrombogram Guide" (Thrombinoscope BV):
resumen del método para medir la generacion de trombina usando el trombograma automatizado calibrado" con las
siguientes modificaciones:

Para la medicion, se mezclaron 20 pl de la muestra analizada (que sirve como fuente potencial de FXla) con 60 ul de
plasma deficiente en FXI y 20 pl de reactivo PPP bajo en el pocillo.

Cada muestra individual probada requiere una muestra de calibrador correspondiente (que comprende una
cantidad conocida de trombina) y la muestra analizada. Para la medicion de la muestra del calibrador de trombina,
se mezclaron 20 pl de la muestra analizada, 60 ul de plasma deficiente en FXI, y 20 pl de calibrador de trombina
(Stago; numero de catalogo TS 20.00).

La reaccion de generacion de trombina (a 37° C) se inici6 tras la adicion de 20 pl que contienen el sustrato
fluorescente y Ca?* [el sustrato fluorescente y Ca?* se proporcionan en Flucakit (Stago; niumero de catalogo TS
50.00) y se mezclan entre si de acuerdo con las instrucciones del fabricante]. La adicion del sustrato fluorescente y
el Ca?* se realiza automaticamente mediante el "Fluoroskan FL".

La cantidad de trombina generada (en nM) se calculd luego usando el software del instrumento
Thrombinoscope BV (provisto con el "Fluoroskan FL"). La cantidad final de trombina en la muestra analizada se
calculd reduciendo el valor de fondo de tanto el valor de la muestra analizada como del valor del calibrador de
trombina y extrapolando la cantidad de trombina en la muestra del valor del calibrador de trombina. El valor de fondo
se obtiene con 60 ul de plasma deficiente en FXI suplementado con 20 ul de tampdn que contiene 20 mM de tampdn
de acetato.

Mediciones de los niveles de Factor Xla (FXla) (método fluorogénico).

Los niveles de Factor Xla se midieron por un método fluorogénico. En el método, FXla escinde un sustrato
fluorogénico especifico en presencia de calcio. En la reacciéon de escision, el sustrato (que esta compuesto de un
grupo informador fluorescente 6-amino-1-naftalenosulfonamida (ANSN) unido a una secuencia de tri-péptido) se
hidroliza entre la secuencia de tri-péptido y el grupo ANSN. Una vez escindido de la fraccion peptidica, el grupo
ANSN muestra un aumento de aproximadamente 1000 veces en la fluorescencia relativa. Esta actividad esta
directamente relacionada con la cantidad de Factor Xla en la muestra. La fluorescencia desarrollada se mide usando
un lector ELISA con las siguientes longitudes de onda: excitacion a 350 nm y emisidon a 470 nm. Mas
especificamente, la medicion se llevo a cabo de la siguiente manera:

Primera etapa (Preparacion de la 12 placa de 96 pocillos) - Las muestras analizadas se analizaron o sin diluir (en el
caso de que la muestra se pruebe después de someter la solucion de inmunoglobulina al intercambiador catiénico o
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diluida (1:10 en el caso de que la muestra se pruebe antes de someter la solucion de inmunoglobulina al
intercambiador catidnico). La dilucién se llevd a cabo en tampoén B [Hepes 40 mM, NaCl 300 mM, CaCl, 4 mM,
solucion 20 K de polietilenglicol (PEG) al 0,2%]. Se afiadieron 50 ul de las muestras mencionadas anteriormente a
un pocillo de una placa de 96 pocillos (Costar; nimero de catalogo 3797) por cuadruplicado.

Se prepar6 una curva estandar usando FXla (Hematological Technologies Inc.; nimero de catalogo HCXIA-
0160) diluido en el tampdén A [Hepes 20 mM; Solucién de NaCl 150 mM; BSA al 0,1% (p/v)] a las siguientes
concentraciones: 140, 100, 70, 50 y 25 ng/ml. Se afadieron 50 pl de cada concentracién a los pocillos por
cuadruplicado. Se afiadieron el control positivo (una preparacion de inmunoglobulina que contenia aproximadamente
120 ng/ml de FXla) y muestras en blanco (Tampdn A) a cada placa por cuadruplicado (50 yl de cada muestra
positiva y en blanco).

Segunda etapa (Preparacion de la 22 placa de 96 pocillos): para la reaccion cinética se preparé una
segunda placa de 96 pocillos (Costar; nimero de catalogo 3695) mediante la adicion de 25 pl de solucion de
sustrato FXla (Hematological Technologies Inc., numero de catalogo SN-13a) diluido 1:100 en tampdn B) en cada
pocillo de la placa de 96 pocillos. Luego se transfirieron 25 ul de todas las muestras preparadas en la 12 placa de 96
pocillos (muestras analizadas, muestras para la preparacion de la curva estandar, muestras de control positivo y en
blanco) a los pocillos paralelos en la segunda placa y la segunda placa se transfiri6 inmediatamente a un lector de
ELISA (SpectraMax). Se usaron los siguientes parametros para la lectura: Registro durante 15 minutos cada 30
segundos; Excitacion: 350 nm; Emision: 470 nm; Corte: 455 nm; Temperatura: 37° C; El agitador se activd 15
segundos antes de la primera lectura; y la tasa Vmax [Unidad de fluorescencia relativa (FRU)/min] se midié de 0-900
segundos.

La Vmax de la reaccion cinética es un calculo de la reaccion, usando un ajuste de curva lineal. Se realiza una
iteracion progresiva usando los puntos de Vmax ¥ la pendiente del segmento de linea mas empinada se informa como
la tasa Vmax como la RFU (Unidad de fluorescencia relativa).

La concentracion de FXla (ng/ml) en la muestra analizada fue extrapolad por el software a partir de una
curva estandar generada usando FXla (descrito anteriormente) teniendo en cuenta la dilucién de la muestra (la
muestra en blanco se sustrajo automaticamente).

El contenido de proteina se midié por el método de Biuret usando el reactivo de proteina total (Sigma
Diagnostic INC., nimero de catalogo 541-2) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La distribucion de las subclases de IgG se midi6 usando el kit BIND A RID para el kit combinado de
subclases de IgG humana (The Binding Site Ltd.; nimero de catadlogo RK021) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

El titulo de anticuerpos anti-difteria se midi6 mediante el kit de difteria (VITROTECH) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

El anticuerpo del antigeno de superficie de la hepatitis B (anti-HBsAg) se midié mediante un kit obtenido de
Abbott Laboratories; nimero de catalogo: LBXHBS.

Mediciones de los niveles de calicreina (método cromogénico).

Los niveles de calicreina se midieron por un método cromogénico. En el método, la calicreina escinde un
sustrato cromogénico especifico. En la reaccion de escision, el sustrato de calicreina (que esta compuesto de un
grupo informador cromogénico para-nitroanilina (pNa) unido a una secuencia de oligopéptido del sustrato de
calicreina) se hidroliza entre la secuencia de oligopéptido y el grupo pNa. Una vez escindido de la fraccion peptidica,
p-Na muestra una alta absorbancia a 405 nm. Esta actividad esta directamente relacionada con la cantidad de
calicreina en la muestra. La absorbancia observada se mide usando un lector ELISA a 405 nm. Mas
especificamente, la medicion se lleva a cabo de la siguiente manera:

Primera etapa (Preparacion de la 12 placa de 96 pocillos): las muestras analizadas se analizaron o diluidas
1:5 (en el caso de que la muestra se analice después de someter la solucién de inmunoglobulina al
intercambiador catiénico o diluida 1:30 (en el caso de que la muestra se analice antes de someter la solucion
de inmunoglobulina al intercambiador catiénico).La dilucion se llevo a cabo en tampéon A [Hepes 20 mM, NaCl
150 mM, BSA al 0,1% p/v]. Se afiadieron 50 yl de las muestras mencionadas anteriormente a un pocillo de
una placa de 96 pocillos (Costar; nimero de catalogo 3797) por cuadruplicado. Se prepardé una curva
estandar usando calicreina (Enzyme Research Laboratories; numero de catadlogo HPKa-1303) diluido en el
tampoén A a las siguientes concentraciones: 400, 200, 100, 50, 25 y 12,5 ng/ml. Se afiadieron 50 ul de cada
concentracion a los pocillos por cuadruplicado. Se afiadieron dos controles positivos (preparaciones de
inmunoglobulina que contenian aproximadamente 70 y 15 ng/ml de calicreina) y muestras en blanco (tampoén
A) a cada placa por cuadruplicado (50 ul de cada muestra positiva y en blanco).
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Segunda etapa (Preparacion de la 22 placa de 96 pocillos): para la reaccion cinética se prepardé una segunda
placa de 96 pocillos (Costar; nimero de catalogo 3695) mediante la adicion de 25 pl de solucion de sustrato
de calicreina {Biophen SC31 (02) (HYPHEN BioMed, nimero de catalogo 229031: reconstituida en 5 ml de
agua purificada y luego diluida 1:7 en el tampdn A} en cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Luego, se
transfirieron 25 pl de todas las muestras preparadas en la 12 placa de 96 pocillos (muestras analizadas,
muestras para la preparacion de la curva estandar, control positivo y muestras en blanco) a los pocillos
paralelos en la segunda placa y la segunda placa se transfiri6 inmediatamente a un lector de ELISA
(SpectraMax). Se utilizaron los siguientes parametros para la lectura: Registro durante 15 minutos cada 34
segundos; Absorbancia: 405 nm; Temperatura: 37° C; El agitador se activd 15 segundos antes de la primera
lectura; y la tasa Vimax [OD/min] se midi6 de 0- 900 segundos.

La Vmax de la reaccion cinética es un calculo de la reaccion, usando un ajuste de curva lineal. Se realiza una
iteracion progresiva usando los puntos de Vmax ¥ la pendiente del segmento de linea mas empinado se informa como
la tasa Vmax como las unidades de absorbancia/min.

El software extrapol6 la concentracion de calicreina (ng/ml) en la muestra analizada a partir de una curva
estandar generada usando calicreina (descrita anteriormente) teniendo en consideracion la dilucion de la muestra (la
muestra en blanco se sustrajo automaticamente).

Ejemplo 1: El efecto del nivel de pH de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de la
cromatografia de intercambio cationico para eliminar FXla de la solucion.

El siguiente experimento estaba dirigido a determinar el efecto del nivel de pH de la solucién de
inmunoglobulina sobre la eliminacion de FXla de la solucién por un intercambiador cationico.

El punto isoeléctrico de FXla es aproximadamente 9 (Bonno BN, Griffin JH. Human blood coagulation factor
XI: purification, properties, and mechanism of activation by activated factor Xll. J Biol Chem 1977;252:6432-6437).
Como se usa un intercambiador cationico, puede usarse un nivel de pH inferior al punto isoeléctrico (en el que FXla
tiene una carga positiva neta). En este experimento, se evalu6 el efecto de un intervalo de nivel de pH de 4-7.

Con este proposito, se preparé una solucion de inmunoglobulina de acuerdo con los pasos a-c descritos en
la seccion de Materiales y Métodos. En el siguiente paso, se ajustd el pH de la solucion o con NaCl 0,5 N o con
NaOH 0,1 N al pH probado deseado (un intervalo de pH de 4-7; el nivel de pH de la soluciéon se midié usando un
dispositivo de monitorizacion de pH electronico) y 100 ml de cada una de las soluciones de inmunoglobulina
resultantes se sometieron a la columna de intercambio cationico.

Se us6 una columna de sulfopropilo (columna SP) como intercambiador catiénico. Preparacion de la
columna: se montaron 4 ml de resina SP (TOSOHAAS; numero de catalogo Toyopearl, SP-650M) dentro de una
columna de 1 cm de diametro (Bio-Rad) logrando una altura de lecho de 6 cm. La cromatografia se llevo a cabo a
temperatura ambiente (22 + 2° C) a un caudal de 2 ml/min. La temperatura de la solucidn cargada fue de 22 + 2° C.

Para evaluar la eliminacion de FXla, se midié el nivel de FXla en el material de carga ("Carga") y después
de recoger la solucién de la columna ("No unida"). La medicion se llevé a cabo mediante el ensayo TG como se
describe en la seccion Materiales y Métodos. En este experimento, los valores de generacion de trombina en el
material de carga estuvieron en el intervalo de 246-271 nM.

Para estimar la recuperacion de IgG en la fraccion no unida, se midié la recuperacion total de proteinas (%)
(la 1gG consiste de aproximadamente el 95% de la proteina total). Los resultados se presentan en la Tabla 1
siguiente.

El punto isoeléctrico de IgG es 6-8. Por tanto, a un nivel de pH inferior a 6, la IgG (que tiene una carga neta

positiva) también puede unirse al intercambiador catidnico (ademas de a FXla), lo que da como resultado
recuperaciones bajas de IgG.
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Tabla 1- El efecto del nivel de pH de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de un intercambiador
catiénico para eliminar FXla de la solucidn y sobre la recuperacion de proteinas total.

Nivel de pH del Muestra Trombina (nM) Recuperacion de
material de carga proteinas total (%)*
4 No unida 40.5 97.2
4.6 No unida 42 92.6
5.3 No unida 48.7 91.1
5.7 No unida 68.9 92.1
6.1 No unida 71 92.8
6.5 No unida 102.6 98.1
7 No unida 110.8 94
* La evaluacion se realizé comparando el contenido de proteina (usando el método de Biuret) antes ("carga") y
después ("no unida") sometiendo la solucion a la columna

Los resultados muestran que niveles de pH superiores a 6 dieron como resultado una eliminacién pobre de
FXla (valores de TG altos) y niveles de pH inferiores a aproximadamente 6 dieron como resultado una eliminacién de
FXla alta (valores de TG bajos) de la solucién de inmunoglobulina y al mismo tiempo con una alta recuperacion de
IgG (como se mide por la recuperacion de proteinas total). Estos resultados son sorprendentes ya que a un nivel de
pH inferior a 6, la IgG (que tiene un punto isoeléctrico de 6-8) tiene una carga eléctrica neta positiva y, como tal, se
esperaba que se uniese a los grupos cargados negativamente de la columna de intercambio cationico y, por tanto,
se esperaba una recuperacion de IgG baja.

Se llevd a cabo otro conjunto de experimentos usando una columna de carboximetiio (CM) (un
intercambiador catiénico débil obtenido de TOSOHAAS; numero de catalogo Toyopearl, CM-650M). El experimento
se llevd a cabo en las mismas condiciones que la columna SP. Con la columna CM solo se examiné un intervalo de
pH bajo de 4-5,5. Los resultados fueron comparables con los resultados obtenidos con la columna SP mostrando
que al pH probado (4-5,5) se obtuvo una alta eliminacion de FXla y al mismo tiempo una alta recuperacion de IgG. El
volumen de resina fue de 8 ml; el diametro de la columna era de 1 cm y la altura del lecho era de 10 cm.

Ejemplo 2: El efecto del nivel de pH de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de la membrana
Mustang® S (un intercambiador cationico) para eliminar FXla de la solucion.

El siguiente experimento estaba dirigido a examinar el efecto de los niveles de pH bajos de la soluciéon de
IVIG sobre la eliminacion de FXla de la soluciéon usando un intercambiador catiénico de membrana Mustang® S
[filtros circulares; Volumen del lecho de membrana (MV) = 0,35 ml; Pall; nimero de catdlogo NP8SMSTGSP1)]. En
este experimento se evalud el efecto de un intervalo de nivel de pH de 3,8-5,3 de la solucion de inmunoglobulina
sobre la eliminacién de FXla.

Para este proposito, se prepard una solucion de inmunoglobulina de acuerdo con los pasos (a) a (e)
descritos anteriormente en la seccion Materiales y Métodos. En el siguiente paso, se ajusté el pH de la solucion
diafiltrada con NaCl 0,5 N o NaOH 0,1 N al pH probado deseado (un intervalo de pH de 3,8-5,3) y se sometieron 30
ml de cada una de las soluciones de inmunoglobulina resultantes a la membrana Mustang® S. La cromatografia se
llevé cabo a temperatura ambiente (22 + 2° C) a un caudal de 1,5 ml/min. La temperatura de la solucién cargada fue
de 22 +2°C.

El nivel de FXla se midi6 en la solucion de inmunoglobulina antes ("Carga") y después ("No unida")
sometiendo las soluciones al intercambiador catiénico. La evaluacion se llevd a cabo mediante un método
fluorogénico como se describe en la seccion Materiales y Métodos en "Mediciones de los niveles de FXla". Los
resultados se presentan en la Tabla 2 siguiente.
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Tabla 2- El efecto del nivel de pH de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de un intercambiador
catiénico para eliminar FXla.

FXla (ng/ml)

Nivel de pH del material Usando un método fluorogénico Eliminacion de
de carga Carga No unida FXla (%)*

3.8 270.5 129.2 52.24

4 302.2 345 88.58

4.3 422.4 50.1 88.09

4.5 360.2 67.8 81.18

4.7 312.7 53.9 82.76

5 367.8 76.6 79.17

5.3 340.9 81.4 76.12

:O(I:Jar:::#;zf\do comparando los niveles de FXla antes ("carga") y después ("no unida") sometiendo la solucién a la

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de pH superiores a 3,8 dieron como resultado una
eliminacion eficiente de FXla de la solucion de inmunoglobulina con un nivel de pH 6ptimo estando en un intervalo
de 4,0 a 5,0 (pH en el que se observo el porcentaje mas alto de eliminacion de FXla).

En otro conjunto de experimentos se evaluo el efecto de un nivel de pH mas alto (hasta 7,4). El experimento
se llevd a cabo de la misma manera que el experimento anterior, excepto que se cargaron 20 ml de soluciones de
inmunoglobulina en el intercambiador catiénico (membrana Mustang® S); y la filtracion se llevé a cabo a un caudal
mayor de 2,5 ml/min.

El nivel de FXla se midié en el material de carga ("Carga") y en la fracciéon no unida 10 (se recogieron 10
fracciones de 2 ml y la medicion se realizé en la fraccion 10). La medicion se llevd a cabo como anteriormente por el
método fluorogénico. Los resultados se presentan en la Tabla 3 siguiente.

Tabla 3- El efecto del nivel de pH de una solucidon de inmunoglobulina sobre la eficacia de la membrana Mustang®
S para eliminar FXla.

FXla (ng/ml)
Usando un método fluorogénico

nivel de pH del material de Eliminacion de

carga Carga Fraccién 10 no unida FXla (%)*
5 116.7 28.3 75.75
6 115.6 68.5 40.74

7.4 112.1 144.5 -

* Calculado comparando los niveles de FXla antes ("carga") y después ("no unida") sometiendo la solucion a la
columna.

Sorprendentemente, los resultados obtenidos muestran que aunque FXla tiene una carga neta positiva en
un nivel de pH inferior a aproximadamente 9 (su punto isoeléctrico es 8,9-9,1), la eliminacion de FXla ineficaz se
obtuvo a un pH de 6 y superior.

Ejemplo 3: El efecto del caudal de fluido sobre la eliminacion de FXla de una solucion de inmunoglobulina
por cromatografia de intercambio cationico.

El siguiente experimento examina el efecto del caudal de fluido en la eliminacién de FXla de una solucion
de inmunoglobulina mediante una cromatografia de intercambio catiénico. Se evaluaron los siguientes caudales: 0,7,
1, 1,5, 2,5 ml/min. La solucién de inmunoglobulina de partida usada fue como en el Ejemplo 2 y se us6 la misma
membrana Mustang® S como intercambiador catiénico.

En vista de los ejemplos anteriores, el pH de la solucién de inmunoglobulina se ajusté a 4,2 (para una
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solucién de inmunoglobulina cargada a un caudal de 0,7, 1 y 2,5 mi/min) o 4,3 (para una soluciéon de
inmunoglobulina cargada a un caudal de 1,5 mlmin) antes de cargar la solucion de inmunoglobulina al
intercambiador catiénico. La cromatografia se llevo a cabo a temperatura ambiente (22 + 2° C), la temperatura de la
solucién cargada en el intercambiador cationico fue de 22 + 2° C y se aplicé un volumen de 30 ml de solucién de
inmunoglobulina al intercambiador cationico.

El nivel de FXla se midié en la solucion de inmunoglobulina antes ("Carga") y después ("No unida") de
cargar las soluciones al intercambiador cationico. La medicién se llevé a cabo directamente por el método
fluorogénico e indirectamente por el ensayo TG como se describe anteriormente en la seccion Material y Método. En
este experimento, los valores de generaciéon de trombina en el material de carga estuvieron en el intervalo de 179-
290 nM.

Los resultados se presentan en la Tabla 4 siguiente.

Tabla 4- El efecto del caudal de fluido durante la cromatografia de intercambio catiénico sobre la eliminacion de
FXla de una solucién de inmunoglobulina.

FXla (ng/ml) Trombina
Caudal del mat('erial de Usando un método fluorogénico Eliminacién (nM) Usando
carga (ml/min) de FXla(%)*** el ensayo TG
Carga No unida* No unida
0.7 342.6 40.8 88.09 43.0
1.0 283.5 451 84.09 25.2
1.5 422.4 50.1 88.14 0.0
2.5 304.0 80.7 73.45 63.3

* Para un caudal de 0,7, 1y 2,5 ml/min, se recogieron 15 fracciones (cada una contenia 2 ml) y para la evaluacion
de los niveles de FXla se usé una mezcla de fracciones no unidas: 2, 5,7,10 y 13.

Para un caudal de 1,5 ml/min, se uso la fraccién no unida completa para la evaluacion.

** Como el volumen del lecho de membrana del Mustang (MV) es de 0,35 ml a 0,7 ml/min = 2 MV/min; 1 ml/min =
2,9 MV/min; 1,5 ml/min = 4,3 MV/min; y 2.5 ml/min = 7,1 MV/min.

*** Calculado comparando los niveles de FXla antes ("carga") y después ("no unida") sometiendo la solucion a la
columna.

Se observo, de acuerdo con el método fluorogénico, que el caudal 6ptimo para la eliminacion de FXla de
una solucion de inmunoglobulina estaba en el intervalo de 0,7-1,5 ml/min (el porcentaje de eliminacién de FXla mas
alto se observo en este intervalo de caudal). También se observa que de acuerdo con el ensayo TG, el caudal
6ptimo para la eliminacién de FXla de una solucion de inmunoglobulina (el nivel de trombina mas bajo obtenido en la
fraccion no unida en comparacion con los otros caudales probados) fue de 1,5 ml/min.

Estos resultados indican que para mejorar adicionalmente la eliminacion de FXla de una solucién de
inmunoglobulina, puede usarse un caudal inferior a 2,5 ml/min, como un caudal en el intervalo de 0,7 a 1,5 ml/min (2-
4,3 MV/min) cuando se somete la solucién a la membrana del intercambiador catiénico.

Ejemplo 4: El efecto del nivel de temperatura de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de la
eliminacion de FXla por cromatografia de intercambio cationico.

El siguiente experimento examina el efecto del nivel de temperatura de una soluciéon de inmunoglobulina
sobre la eliminacién de FXla por cromatografia de intercambio catidénico. Para este propdsito, la solucién de
inmunoglobulina se equilibré a las siguientes temperaturas: 7° C, temperatura ambiente (22 + 2) y 37° C. La solucién
de inmunoglobulina de partida usada fue como en el Ejemplo 2 y se us6 la misma membrana Mustang® S como
intercambiador catidnico.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los Ejemplos 2 y 3, el pH de la soluciéon de inmunoglobulina se
ajusto a 4,2 antes de someter la solucion al intercambiador catiénico, y la soluciéon de inmunoglobulina se cargé al
intercambiador cationico a un caudal de 1-1,5 ml/min. La cromatografia en si se llevo a cabo a temperatura ambiente
(22 £ 2° C), y se aplicd un volumen de 30 ml de solucion de inmunoglobulina equilibrada a las diferentes
temperaturas al intercambiador catiénico.

El nivel de FXla se midi6 en la solucion de inmunoglobulina antes ("Carga") y después ("No unida")
sometiendo las soluciones al intercambiador catidnico. Como en el Ejemplo 3, la evaluacion se llevé a cabo por el
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método fluorogénico y el ensayo TG como se describe en la seccion Material y Método. Los resultados se presentan
en la Tabla 5 siguiente. En este experimento, los valores de generacidon de trombina en el material de carga
estuvieron en el intervalo de 251-292 nM.

Tabla 5- El efecto del nivel de temperatura de una solucién de inmunoglobulina sobre la eficacia de un
intercambiador catiénico para eliminar FXla.

FXla (ng/ml)
Usando un método fluorogénico

Trombina

Nivel de temperatura del Eliminacién (nM) Usando

material de carga (°C)

de FXla (%)*

el ensayo TG

Carga No unida No unida
7 283.9 39.0 86.26 24.9
22+2 283.5 451 84.09 25.2
37 274.2 49.2 82.05 59.7

* Calculado comparando los niveles de FXla antes ("carga") y después ("no unida") sometiendo la solucion a
la columna.

Los resultados obtenidos muestran que todos los niveles de temperatura probados dieron como resultado la
eliminacion de FXla de la soluciéon de inmunoglobulina (en comparacién con el material de carga), siendo la
temperatura 6ptima desde la temperatura ambiente (22 + 2° C) hasta 7° C.

Ejemplo 5: El efecto de llevar a cabo un segundo paso de cromatografia de intercambio cationico sobre la
eliminacion de FXla de una solucion de inmunoglobulina.

El siguiente experimento examina si llevar a cabo un segundo paso de cromatografia de intercambio
catiénico aumentaria ain mas la eliminacion de FXla de una solucién de inmunoglobulina. La solucién de
inmunoglobulina de partida usada fue como en el Ejemplo 2. En el siguiente experimento, se sometié un volumen de
2600 ml de la solucion a una capsula Mustang® S que tenia un MV de 10 ml (Pall; numero de catalogo
CLMO5MSTGSP1); el pH de la soluciéon cargada se ajustd a 4,2; y la filtracion se llevé a cabo a temperatura
ambiente (22 £ 2° C) a un caudal de 30 ml/min (=3 MV/min). La temperatura de la solucién cargada fue de 22 + 2° C.

Se recogieron seis fracciones de filtrado (400 ml por fraccion) y se midié el nivel de FXla usando el ensayo
TG como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. En el paso siguiente, se recogieron las seis fracciones
de filtrado, se agruparon y se sometieron a un segundo paso de filtracién a través de una nueva capsula Mustang®
S (MV = 10 ml). De nuevo, se recogieron seis fracciones de filtrado (400 ml por fraccion) y se midié el nivel de FXla
usando el ensayo TG. Los resultados del material de carga y cada fraccion de filtrado (1-6) en cada paso de filtracion
se resumen en la Tabla 6 siguiente. Ademas, para estimar la recuperacion de IgG, se midié la recuperacion total de
proteinas después del segundo paso de cromatografia de intercambio cationico.

Tabla 6- El efecto de llevar a cabo un segundo paso de cromatografia de intercambio catiénico sobre la eliminacion
de FXla de una solucién de inmunoglobulina.

Primera Filtracién de Capsula
Muestra Usa-lr-::cr)ngli:zs(:ymcz TG
Material de carga 248.6
Fraccion no unida (UB) 1 0.0
Fraccion UB 2 15.2
Fraccion UB 3 40.0
Fraccion UB 4 62.5
Fracciéon UB 5 84.8
Fraccion UB 6 121.5
Segunda Filtracién de Capsula
Material de carga 74.9
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(continuacion)
Fraccion UB 1 0.3
Fraccion UB 2 0.0
Fraccion UB 3 0.0
Fraccion UB 4 21
Fraccion UB 5 0.0
Fraccién UB 6 0.0

Se observd que llevar a cabo un segundo paso de filtracion dio como resultado una eliminacion de FXla
aumentada de la solucién de inmunoglobulina en comparacién con llevar a cabo un solo paso de filtracion. También
se muestra que la segunda filtraciéon no alterd la alta recuperacion de IgG (se obtuvo una recuperacion de proteinas
total del 91,6% después del segundo paso de filtracion).

Estos resultados indican que para obtener la eliminacion maxima de FXla de la solucién de inmunoglobulina
mientras se preservan sustancialmente los niveles de IgG, la solucion puede someterse a un intercambiador
catiénico mas de una vez.

Ejemplo 6: La eficacia de una cromatografia en columna de afinidad para eliminar FXla de una solucion de
inmunoglobulina.

En los Ejemplos 1-5 se demostré que una cromatografia de intercambio cationico era un paso efectivo para
eliminar FXla de una solucidon de inmunoglobulina en un intervalo de pH de 3,8 a menos de 6. En el siguiente
ejemplo, se examind la eficacia de una cromatografia en columna de afinidad en la eliminacion de FXla. Se uso la
columna de benzamidina sefarosa (la benzamidina sefarosa se une a las serina proteasas como FXla) como
columna de afinidad.

Con este propdsito, se prepard una soluciéon de inmunoglobulina de acuerdo con el paso a-c como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos. En el siguiente paso, la solucién se sometié a la columna de
afinidad. Se emplearon las siguientes condiciones en la cromatografia de afinidad: se cargaron 120 ml de solucion a
la columna; el proceso se realizd a temperatura ambiente (22 + 2° C); el pH de la solucién de inmunoglobulina fue de
7.4; se us6 un caudal de fluido de 1,3 ml/min; la temperatura de la solucidon sometida fue de 22 + 2° C. La columna
se preparé de acuerdo con las instrucciones del fabricante: se montaron 5 ml de benzamidina sefarosa (GE
healthcare nimero de catalogo 17-5123-01) dentro de una columna de 1 cm de diametro (Bio-Rad). Antes de su uso,
la columna se lavé con 5 CV de agua purificada y se equilibré con 5 CV de tampoén (citrato 50 mM y NaCl 0,2 M) con
un pHde 7,4.

Se recogieron tres muestras de filtrado (40 ml por fraccion) y se midié el nivel de FXla en el material de
carga y en la muestra de filtrado usando el método fluorogénico como se ha descrito anteriormente en la seccién de
Materiales y Métodos. Los resultados se presentan en la Tabla 7 siguiente.

Tabla 7- El efecto de la cromatografia en columna de afinidad de para-amino benzamidina en la eliminacion de FXla
de una solucién de inmunoglobulina.

Muestra FXla (ng/ml)
Usando un método fluorogénico
Material de carga 363.9
Fraccién no unida (UB) 1 90.6
Fraccion UB 2 267.1
Fraccion UB 3 290.5

Se observo que en la primera fraccion no unida (UB) la columna era capaz de unirse efectivamente a FXla.
Sin embargo, en la segunda y tercera fracciones UB, se detecté FXla en cantidades altas en la solucion de
inmunoglobulina.
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Estos resultados indican que bajo la condicion usada la cromatografia de afinidad con benzamidina
sefarosa no es adecuada para eliminar eficazmente FXla de una soluciéon de inmunoglobulina.

En el experimento anterior se descubri6 que en las condiciones probadas la columna de afinidad de
benzamidina sefarosa no era eficaz para eliminar FXla. En el siguiente conjunto de experimentos se probod la
cromatografia de afinidad por heparina (se probé la heparina debido a su capacidad para unirse a FXIl y FXla). En
este experimento, se evalud el efecto de diferentes niveles de pH de la solucion de inmunoglobulina (en el intervalo
de 5,3-8).

Con este propésito, se preparé una soluciéon de inmunoglobulina de acuerdo con los pasos (a) a (c)
descritos anteriormente en la seccion Materiales y Métodos. En el siguiente paso, se ajusté el pH de la solucion con
NaCl 0,5 N o con NaOH 0,1 N al pH probado deseado y se sometieron 150 ml de cada una de las soluciones de
inmunoglobulina con diferente pH a cromatografia de afinidad por heparina.

Preparacion de la columna: se montaron 8 ml de resina de heparina Capto (GE Healthcare) dentro de una
columna de 1 cm de diametro (Bio-Rad) logrando una altura de lecho de 10 cm. La cromatografia se llevo a cabo a
temperatura ambiente (22 + 2° C) a un caudal de 2 ml/min. La temperatura de la solucion cargada fue de 22 + 2° C.
La columna se equilibré antes de cargar la solucién de inmunoglobulina con 40 ml de tampodn de citrato 50 mM que
tenia un nivel de pH correspondiente al nivel de pH de la solucidon de inmunoglobulina a cargar (es decir, un nivel de
pH de 5,3, 6,5, 7,4 y 8)

Se recogieron cuatro fracciones de filtrado (40 ml por fraccion) y se evalu6 el nivel de FXla en el material de
carga y en las fracciones de filtrado usando el método fluorogénico como se ha descrito anteriormente. Los
resultados se presentan en la Tabla 8 siguiente.

Tabla 8- El efecto de la cromatografia de afinidad por heparina llevada a cabo a diferentes niveles de pH de una
solucién de inmunoglobulina sobre la eficacia para eliminar FXla de la solucion.

Nivel de pH del material de FXla (ng/ml)
carga Muestra Usando un método fluorogénico
Carga 192.87
Fraccién no unida (UB) 1 25.51
5.3* Fracciéon UB 2 28.92
Fraccion UB 3 40.85
Fraccion UB 4 201.48
Carga 201.8
Fraccion no unida (UB) 1 38.7
6.5 Fraccion UB 2 47.9
Fraccion UB 3 55.2
Fraccion UB 4 190.4
Carga 214.2
Fraccion UB 1 51.0
74 Fraccion UB 2 64.6
Fraccion UB 3 107.0
Fraccion UB 4 159.6
Carga 209.9
Fraccion UB 1 65.4
8 Fraccion UB 2 78.7
Fraccion UB 3 112.7
Fraccion UB 4 167.0

* En pH 5,3 se usaron las siguientes condiciones (en lugar de las condiciones especificadas para el resto de los
niveles de pH): se usaron 8 ml de Heparin-Hyper DM (GE Healthcare Life Sciences); y el volumen de carga fue de
125 ml. El equilibrio antes de la carga se realizé con 40 ml de tampdn (que contenia citrato 50 mM y NaCl 0,2 M a
pH 7,4) a un caudal de fluido de 2 ml/min.
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En general, se observé que la unién de FXla a la resina de heparina mejoro al disminuir el pH de la solucion
de inmunoglobulina. Los mejores resultados se observaron en las tres primeras fracciones no unidas del pH mas
bajo (5,3). Sin embargo, después de aproximadamente 15 volimenes de columna, se recoge FXla en el filirado (se
observo una cantidad relativamente alta de FXla en las fracciones UB 4 de pH 5,3).

Ejemplo 7: El efecto del nivel de pH de una solucién de inmunoglobulina sobre la eficacia de una
cromatografia de intercambio aniénico para eliminar PKA de la solucion.

El siguiente experimento estaba dirigido a determinar el efecto del nivel de pH de una soluciéon de
inmunoglobulina sobre la eliminacion de PKA de la solucién mediante un intercambiador aniénico.

En este experimento se evalué el efecto de un intervalo de nivel de pH de 6,4-8,2. El nivel de pH de la
solucién se midié usando un dispositivo electronico de monitorizacién de pH.

Se uso la columna DEAE (Toyopearl DEAE-650M; TOSOHAAS) como intercambiador aniénico. Se usaron
11 ml de resina. El diametro de la columna era de 1 cm, y se us6 una altura de lecho de 14 cm.

En este experimento, se usé una solucion de inmunoglobulina preparada a partir de la pasta Il y sometida a
filtracion CUNO de la manera descrita en la seccion Materiales y Métodos (una solucion de inmunoglobulina después
del paso b). En el paso siguiente, el nivel de pH de la solucidn se ajusté con HCI 0,5 N o NaOH 0,5 N al nivel de pH
probado deseado (un intervalo de pH de 6,4-8,2) y 200 ml de cada una de las soluciones de inmunoglobulina
resultantes se sometieron a cromatografia de intercambio anidnico (paso ¢ de la preparacion de la solucion de
inmunoglobulina descrita en la seccion Materiales y métodos) (en todos los experimentos se sometieron 200 ml que
contenian aproximadamente 70 mg/ml de proteina a la cromatografia de intercambio anionico). El paso de
cromatografia se llevé a cabo a 8° C; la temperatura de la soluciéon de inmunoglobulina cargada fue de 8° C; y se usé
un caudal de fluido lineal de 1,65 ml/min/cm?.

En los ejemplos 7 a 11, se uso6 la misma solucion de inmunoglobulina como material de carga ("Carga"), es
decir, el nivel de PKA del material de carga fue idéntico en todos los experimentos.

El nivel de PKA y ofras caracteristicas de la solucion de inmunoglobulina, como la recuperacion total de
proteinas, la distribucion de subclases de IgG, los niveles de titulos de anticuerpos anti-HBsAg y anti-difteria se
evaluaron en la fraccion "no unida" (=después de someter las soluciones al intercambiador aniénico). Las
evaluaciones se llevaron a cabo como se describe en la seccién Materiales y métodos. Los resultados se resumen
en la Tabla 9.

Tabla 9- El efecto del nivel de pH de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de la columna DEAE para

eliminar PKA.
. Recupera Anti- Distribucion de subclases .

:"I'el de pl-: cion de HBsAg ITJlI(AI de IgG (%) AAr::'l'll(E)l'l;rp?S
el materia proteinas (mIU/ml) (IU/ml) nti-Difteria
de carga total™ (%) 1gG1 1gG2 IgG3 | IgG4 (IU/ml)

6.4 97 4762 14.4 ND ND ND ND ND
7.0 97 4884 <LOQ 62.9 29.5 6.7 0.9 6.1
7.6 95 3450 <LOQ 63.6 28.8 6.6 1.0 5.8
8.2 97 2481 <LOQ 64.7 28.7 57 0.9 53

* ND: no determinado; LOQ- limite de cuantificacién-un valor de <6.

** La recuperacion total de proteinas (%) se calcul6 comparando el contenido de proteinas (usando el método de
Biuret) antes y después de someter la solucion a la columna.

Se observd que un nivel de pH bajo de 6,4 dio como resultado un contenido de PKA aumentado en la
solucién de IgG recuperada en comparacion con los niveles de pH mas altos. También se observé que un nivel de
pH en el intervalo de 7-8,2 (un intervalo en el que la PKA tiene una carga eléctrica neta cero y, como tal, no se
espera que se una a grupos con carga positiva) dio como resultado una mayor capacidad del intercambiador
anionico para eliminar PKA (el nivel de PKA estaba por debajo del limite de cuantificacion). Los resultados también
muestran que un intervalo de nivel de pH de 7-8., también dio como resultado altas recuperaciones de proteinas en
la fraccion no unida (un nivel de pH en el que la IgG tiene una carga neta cero o negativa y se esperaba que parte de
ella estuviera unida al intercambiador aniénico) (se obtuvieron recuperaciones de proteinas en el intervalo del 95-
100%), en las caracteristicas de distribucion de subclases de IgG no alteradas [distribucion de subclases de IgG
tipica (IgGl- aproximadamente el 65%, IgG2- aproximadamente el 30%, 1gG3- aproximadamente el 6%, e 1gG4-
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aproximadamente el 1%), y titulos de anticuerpos anti-HBsAg (en el intervalo de 2000-5000 mIU/ml) y anti-difteria
(aproximadamente 6 1U/ml) tipicos].

Estos resultados indican que la solucion de inmunoglobulina debe tener un intervalo de nivel de pH de 7 a
8,2 mientras se somete al intercambiador aniénico para eliminar eficazmente PKA de la solucion.

Ejemplo 8: El efecto del nivel de temperatura sobre la eliminacion de PKA de una solucion de
inmunoglobulina por cromatografia de intercambio aniénico.

El siguiente experimento examina el efecto del nivel de temperatura de una soluciéon de inmunoglobulina
sobre la eliminacion de PKA de la solucién por un intercambiador aniénico. Se evaluaron soluciones de
inmunoglobulina equilibradas a las siguientes temperaturas: 2, 8, 14 y 20° C. La solucion de inmunoglobulina inicial
(material de carga) usada y una columna DEAE se usaron como en el Ejemplo 7. El paso de cromatografia en si
mismo se llevo a cabo a 8° C; se usaron un caudal de fluido lineal de 1,65 ml/min/cm? y un nivel de pH de 7,5; y el
volumen de carga fue de 200 ml. Se evaluaron el nivel de PKA y otras caracteristicas de la solucion de
inmunoglobulina (los mismos parametros que anteriormente) en la fracciéon no unida. Los resultados se resumen en
la Tabla 10.

Tabla 10- El efecto de la temperatura de una solucién de inmunoglobulina sobre la eficacia de la columna DEAE para

eliminar PKA.
. Recuperac . Distribucién de subclases .
Nivel de i6n de PKA Anti- de 1G (%) Anticuerpos

temperatura del proteinas (IU/ml) HBsAg Anti-Difteria
material de carga total (%) (mlU/ml) | 1gG1 | 1gG2 | 1gG3 | 1gG4 (1U/ml)

2 100 7.7 4616 ND ND ND ND ND

8 96 <LOQ 3222 65.4 27.0 6.5 1.1 6.4

14 97 <LOQ 3620 65.0 27.8 6.3 1.0 6.4

20 100 <LOQ 4970 64.1 27.8 7.0 1.1 6.4
* ND- no determinado LOQ- limite de cuantificacién — un valor de <6.

Se descubrio que una solucion de IgG cargada que tenia una temperatura baja de 2°C dio como resultado
un contenido de PKA aumentado en la fraccidon no unida recuperada. Una temperatura en el intervalo de 8 a 20° C
dio como resultado una eliminacion 6ptima de PKA (el nivel de PKA estaba por debajo del limite de cuantificacion),
con contenido de IgG inalterado y caracteristicas de distribucion de subclases de IgG después del paso de
cromatografia DEAE, y titulos de anticuerpos anti-HBsAg y anti-difteria tipicos (ver valores tipicos arriba).

Ejemplo 9: El efecto del volumen de carga de una solucion de inmunoglobulina sobre la eficacia de una
cromatografia de intercambio aniénico para eliminar PKA.

El siguiente experimento examina el efecto del volumen de carga de una soluciéon de inmunoglobulina sobre
la eliminacion de PKA de la solucidon por un intercambiador aniénico. Los siguientes volimenes se cargaron en la
columna: volumen de 12 columnas (CV), 20 CV y 25 CV (el volumen de la resina y los premasters de la columna son
como en el Ejemplo 7). Por "volumen de 12 columnas" se entiende 12 veces el volumen de la resina (que era de 11
ml).

La soluciéon de inmunoglobulina inicial (material de carga) usada fue como en el Ejemplo 7 y se uso una
columna DEAE como intercambiador aniénico. El paso de cromatografia se llevé a cabo a 8° C; de acuerdo con los
ejemplos anteriores, la temperatura de la soluciéon de inmunoglobulina cargada fue de 8° C y el pH fue de 7,5; y se
us6 un caudal de fluido lineal de 1,65 ml/min/cm?2.

Se evaluaron el nivel de PKA y ofras caracteristicas de la solucién de inmunoglobulina (los mismos
parametros que anteriormente) en la fraccién no unida. Los resultados se resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11- El efecto de aumentar los volimenes de carga de una solucién de inmunoglobulina sobre la eficacia de
una columna DEAE para eliminar PKA.

Volumen » Anti- Distribucion de subclases de IgG Anti-
de carga ReCL’lperacmn (:e Pl/(A HBsAg (%) Difteria
(CV) proteinas total (%) (IU/ml) 1 iUl (1U/mI)
1gG1 IgG2 IgG3 IgG4
12 100 <LOQ 5107 63.2 29.2 6.6 1.0 6.5
20 93 <LOQ 3727 64.8 27.9 6.4 0.9 6.4
25 99 <LOQ 5329 66.6 26.0 6.4 1.1 6.1

* LOQ- limite de cuantificacion — un valor de <6.

Los resultados muestran que en todos los volumenes de carga probados, la columna DEAE elimind
eficientemente el PKA sustancialmente sin afectar a las recuperaciones de proteinas (se obtuvo una recuperacién de
proteinas total en el intervalo del 93-100%), caracteristicas de IgG (todos los valores son comparables a los valores
tipicos o titulos anti-difteria y anti-HBsAg (ver los valores tipicos en el ejemplo 7).

Ejemplo 10: El efecto de la velocidad lineal de la solucién de inmunoglobulina cuando se somete a una
cromatografia de intercambio aniénico sobre la eficacia de la cromatografia para eliminar PKA.

El siguiente ejemplo examina el efecto de la velocidad lineal de la solucién durante la carga sobre la
eficacia de la cromatografia de intercambio aniénico para eliminar la PKA. Se evaluaron las siguientes velocidades
lineales: 1, 2, 3y 4 cm/min/ml.

El material de carga usado y la columna DEAE usada fueron como en el Ejemplo 7. El paso de
cromatografia se llevé a cabo a 8° C; la temperatura de la solucidon de inmunoglobulina cargada fue de 8° C; se us6
un pH de 7,5; y el volumen de carga fue de 200 ml.

Se evaluaron el nivel de PKA y otras caracteristicas de la soluciéon de inmunoglobulina (igual que
anteriormente) en el material no unido. Los resultados se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12- El efecto de la velocidad lineal de una solucidon de inmunoglobulina sobre la eficacia de una columna DEAE
para eliminar PKA.

Velocidad lineal  |Recuperacion ) Distribucion de subclases Anticuerpos
del material de de proteinas Antl- PKA de IgG (%) Anti-
carga (cm/min/ml) | total (%) | HBsAg | (IU/m]) Difteria
(mIU/mI) 1gG1 IgG2 | IgG3 | IgG4 (1U/ml)
1 97 3870 <LOQ 65.5 27.4 6.1 1.0 5.3
2 96 3844 <LOQ 65.5 27.0 6.4 1.1 5.2
3 98 3739 11.2 ND ND ND ND ND
4 101 3751 8.6 ND ND ND ND ND
* ND- no determinado; LOQ- limite de cuantificacion — un valor de <6.

Los resultados muestran que una velocidad lineal entre 1 y 2 cm/min/ml elimino eficientemente la PKA de la
solucién de inmunoglobulina sin afectar a la recuperacion de proteinas o las caracteristicas de IgG. Velocidades
lineales mas altas (por ejemplo, 3-4 cm/min/ml) dieron como resultado una eliminacion de PKA mas baja.

Ejemplo 11: Eliminacion de agentes trombogénicos de una solucion de inmunoglobulina usando
cromatografia de intercambio i6nico en tandem.

Se prepard una solucion de inmunoglobulina a partir de la pasta Il y se sometié a filtracion CUNO de la
manera descrita en la seccion Materiales y Métodos (una solucion de inmunoglobulina después del paso b). En el
paso siguiente, la solucién se sometié a una columna DEAE [(Toyopearl DEAE-650M; TOSOHAAS) (se usaron 11
ml de resina; el diametro de la columna fue de 1 cm y se us6 una altura de lecho de 14 cm)] bajo las condiciones
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siguientes: el paso de cromatografia se llevd a cabo a 8° C; la temperatura de la solucién de inmunoglobulina
cargada fue de 8° C; un caudal de fluido lineal de 1,65 ml/min/cm?; y el nivel de pH de la solucion de
inmunoglobulina cargada se equilibré a 7,5. El volumen de la solucion cargada fue de 200 ml. La columna se
equilibré antes de cargar la soluciéon como se describe en la seccion Materiales y Métodos. El nivel de PKA y otras
caracteristicas de la solucion de inmunoglobulina (como anteriormente) se evaluaron en la fraccion "no unida"
(=después de someter las soluciones al intercambiador aniénico). Las mediciones se llevaron a cabo como se
describe en la seccién Materiales y Métodos. Los resultados se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13- Eliminacién de PKA de una solucién de inmunoglobulina por un intercambiador aniénico.

0,
PKA | Recuperaciones de Anti-HBsAg Subclases de 19G (%) Anti-Difteria
(IU/ml) |Proteinas Totales (%) (miU/ml) lgG1| I1gG2| IgG3| IgG4 (IU/ml) *
<LOQ 100 4332 63.6| 28.9 6.6 0.9 6.7

LOQ- limite de cuantificacion — un valor de <6.

Los resultados muestran que, bajo las condiciones usadas, la columna DEAE elimind eficazmente PKA
sustancialmente sin afectar a la recuperacion de proteinas (se obtuvo una recuperacion total de proteinas de 100),
las caracteristicas de IgG (todos los valores son comparables a los valores tipicos), titulos anti-difteria y anti-HBsAg
(ver los valores tipicos en el Ejemplo 7).

Después de poner en contacto la solucion de inmunoglobulina con el intercambiador aniénico, la fraccion no
unida recogida se somete a los pasos d)-e) de la preparacion de inmunoglobulina como se describe en la seccion
Material y Métodos. En el paso siguiente, la solucion se somete a un intercambiador catidnico bajo las siguientes
condiciones: un nivel de pH en el intervalo de 3,8 a 6; un caudal inferior a 2,5 ml/min [por ejemplo, un caudal en el
intervalo de 0,7 a 1,5 ml/min (2-4,3 MV/min)]; y la temperatura de la composiciéon de inmunoglobulina cargada esta
en el intervalo de temperatura ambiente (22 + 2° C) a 7° C.

La eliminacion de FXla se evalia en el material de carga ("Carga") y después de recoger la solucion de la
columna ("No unida"). La medicion se lleva a cabo mediante el ensayo TG y/o mediante el método fluorogénico
como se describe en la seccion Materiales y Métodos.

Ejemplo 12: El efecto de la columna SDR sobre la eliminaciéon de FXla de una solucién de inmunoglobulina.

El siguiente experimento estaba dirigido a determinar la capacidad de la columna SDR para eliminar FXla
de una solucion de inmunoglobulina.

Con este propésito, se preparé una solucion de inmunoglobulina a partir de la pasta Il de acuerdo con el
paso a)-e) de la manera descrita en la seccion Materiales y Métodos. En el paso siguiente, la solucién se sometié a
una cromatografia de intercambio cationico usando la capsula Mustang® S de la siguiente manera (condiciones de
aumento progresivo):
Antes de someter la solucion de inmunoglobulina al intercambiador cationico, la solucién se filtré a través de un filtro
CA de 0,2 ym obtenido de Corning (para reducir los agregados). La filtracion Mustang® se realiz6 a través de dos
filtros Mustang® S que se conectaron en serie. Antes de la filiracion Mustang®, los dos filtros se lavaron por
separado con 30 Kg de NaOH 1 N a un caudal de 2,1 L/min (para ambos filtros). Como segundo lavado, ambos
filtros se lavaron por separado con 50 Kg de NaCl 1 N a un caudal de 1,8 I/min (para el primer filtro) o a un caudal de
2,1 I/min (para el segundo filtro). Finalmente, los filtros se lavaron por separado con 50 Kg de acetato de sodio 20
mM (a un pH de 4,2) a un caudal de 1,8 I/min (para el primer filtro) o a un caudal de 1,9 I/min (para el segundo filtro).
Los lavados anteriores se llevaron a cabo para obtener un nivel de pH de 4,2. Todos los lavados se llevaron a cabo a
una presioén de 0.

Filtracion Mustang®: la solucién de inmunoglobulina se filtré a través de los dos filtros Mustang® S lavados
a un caudal de 1,6 I/min. Se recogi6 un total de 160 kg de solucién de inmunoglobulina (fraccion no unida). La
temperatura de la solucion cargada fue de 7° C mientras que el filtro estaba a temperatura ambiente. El pH de la
solucién de inmunoglobulina cargada fue 4,2-4,3.

En el paso siguiente, el filtrado (fraccion no unida) se sometié a tratamiento con solvente/detergente (S/D) y
columna SDR como se describe en la seccion Materiales y Métodos.

Se midio el nivel de FXla en la solucion antes de filtrar la solucién a través de la membrana Mustang S (es
decir, una solucién de inmunoglobulina preparada de acuerdo con el paso a-e como se describe en la seccion
Material y Métodos), después de filtrar la solucion a través de la membrana Mustang S, y después de someter las
soluciones a tratamiento S/D + columna SDR.
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La evaluacion se llevé a cabo mediante un método fluorogénico como se describe en la seccion Materiales
y Métodos. Los resultados se presentan en la Tabla 14 siguiente.

Tabla 14-Eliminacion de FXla de una solucién de inmunoglobulina por columna SDR.

FXla (ng/ml)
Muestra probada Usando un método fluorogénico
Filtracion Pre-Mustang S 529.4
Filtracion Post-Mustang S 37.6
Tratamiento Post SD+ columna SDR 3.9 (<LOD)
* LOD- limite de deteccién

Como se muestra en la Tabla 14, la adicion del tratamiento S/D y el paso de eliminacién de S/D por
columna SDR da como resultado la eliminacién de cantidades residuales de FXla.

Ejemplo 13: Eliminacién de calicreina de una solucion de inmunoglobulina usando la capsula Mustang® S
(un intercambiador cationico).

El siguiente experimento estaba dirigido a determinar la capacidad de la capsula Mustang® para eliminar la
calicreina de una solucién de inmunoglobulina.

Con este prop6sito, se prepar6 una soluciéon de inmunoglobulina a partir de la pasta Il de acuerdo con los

pasos (a)-(e) de la manera descrita en la seccién Materiales y Métodos. En el paso siguiente, la solucion se sometié
a la capsula Mustang® S de la siguiente manera (condiciones de aumento progresivo):
Antes de la filtracion Mustang®, cada filtro se pre-lavé por separado con por lo menos 30 Kg de NaOH 1 N a un
caudal de 1,6-2,3 I/min. Como segundo lavado, cada filtro se lavd por separado con por lo menos 50 Kg de NaCl 1 N
a un caudal de 1,6-2,3 I/min. Finalmente, cada filtro se equilibré por separado con 50 Kg de acetato de sodio 20 mM
(a un pH de 4,2) a un caudal de 1,6-2,3 I/min. Los lavados anteriores se llevaron a cabo para obtener un nivel de pH
de 4,2. Todos los lavados se llevaron a cabo a una presién de <1 bar.

Antes de someter la solucion de inmunoglobulina al intercambiador catiénico, la solucion se filtré a través de
un filtro Durapore de 0,2 pm (Milipore) (para reducir los agregados). La solucién de inmunoglobulina resultante se
filtré6 a través de dos capsulas Mustang® S (que se pre-lavaron y se equilibraron como se ha especificado
anteriormente) que se conectaron en serie.

Filtracion Mustang®: la solucion de inmunoglobulina se filtré a través de las dos capsulas a un caudal de
1,6 a 2,3 I/min [se cargaron aproximadamente 160 kg (aproximadamente 160 I) de solucién de inmunoglobulina; y
aproximadamente 70 mg/ml de proteina]. Se recogié un total de aproximadamente 160 kg de solucion de
inmunoglobulina (aproximadamente 160 I) (fraccion no unida).

La temperatura de la solucién cargada fue de aproximadamente 7° C mientras que el filtro estaba a
temperatura ambiente; la filtracion se llevé a cabo a temperatura ambiente; el pH de la solucién de inmunoglobulina
cargada fue de 4,1-4,3.

El nivel de eliminacion de calicreina se midié en la solucion de inmunoglobulina antes ("pre-filtracion”) y
después de la filtracion ("post-filtracion") a través de la capsula Mustang® S, y se calculd el porcentaje de
eliminacion de calicreina. La evaluacion se llevé a cabo mediante un método cromogénico como se describe en la
seccion Materiales y Métodos.

Para estimar la recuperacion de IgG después de la filtracion, se midié la recuperacion de proteinas total (%)

La eliminacion de calicreina obtenida se muestra en la Tabla 15 siguiente, y la recuperacion de proteinas
total obtenida (%) se muestra en la Tabla 16.

Tabla 15- Eliminacién de calicreina mediante filiros Mustang® S.

Muestra Viax Calicreina (ng/ml)| Eliminacién (%)
Pre-filtracion | 478.2 3760.6
Post-filtracion | 20.6 126.1 97%
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Tabla 16- Recuperacion de proteinas después de la filtraciéon Mustang® S.
Proteina de la muestra Proteina totales (mg/ml) | Recuperacion de Proteina (%)

Pre-filtracién 65.4
Post-filtracién 63.4 97%

Se observo que, bajo las condiciones especificadas, la carga de una soluciéon de inmunoglobulina en un
intercambiador catiénico dio como resultado la eliminacion del 97% de calicreina, mientras que se recuper6 el 97%
de la proteina (IgG).

Ejemplo 14: Verificacion de la actividad inductora de trombosis de una solucion de inmunoglobulina
preparada de acuerdo con la invencion en un modelo in vivo.

El siguiente experimento estaba dirigido a examinar si una soluciéon de inmunoglobulina que se sometia a
eliminacion de calicreina, PKA y/o FXla como en los ejemplos anteriores muestra actividad inductora de trombosis
reducida. La evaluacion se llevé a cabo usando un modelo in vivo como se describe en Wessler et al. (Biologic assay
of a thrombosis-inducing activity in human serum. J Appl Physiol. 1959;14:943-946).

Se observo, usando el modelo animal de Wessler, que una solucién de inmunoglobulina sometida a
eliminacion de PKA y/o FXla de acuerdo con la invencion mostraba una actividad inductora de trombosis reducida.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para eliminar el activador de precalicreina y un agente trombogénico seleccionado de Factor XI y/o
Factor Xla de una solucién que contiene inmunoglobulina, el método comprendiendo los pasos de:

(a) eliminar el Factor Xl y/o el Factor Xla poniendo en contacto la solucidon que contiene inmunoglobulina a un
pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3 con un soporte que comprende grupos cargados
negativamente inmovilizados para permitir la unién del Factor XlI y/o Factor Xla; y recoger una fraccién no
unida que comprende IgG; y

(b) eliminar el activador de precalicreina poniendo en contacto la solucidon que contiene inmunoglobulina a un
pH en el intervalo de 7 a 8,2 con un soporte que comprende grupos cargados positivamente inmovilizados
para permitir la union del activador de la precalicreina; y recoger una fracciéon no unida que comprende IgG;

en donde el método emplea el paso (a) seguido del paso (b) o el paso (b) seguido del paso (a).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la solucién en el paso (a) tiene un pH en el intervalo de
mas de 3,8 a igual o menos de 5,0, opcionalmente en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 5.0,
opcionalmente en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 4.7, opcionalmente en el intervalo de mas de 3,8 a
igual o menos de 4,3, opcionalmente en el intervalo de igual o mas de 4,0 a igual o menos de 4,3, u opcionalmente
en el intervalo de igual o mas de 4,1 a igual o menos de 4,3.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la solucién en el paso (a) tiene un pH de 4,0 a 4,3.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la solucion en el paso (a) tiene un pH de 4,0, 4,1, 4,2, 4,3,
4,4,45,4604,7.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el paso (a) comprende ademas un
segundo paso de poner en contacto la soluciéon que contiene inmunoglobulina con el soporte que comprende los
grupos cargados negativamente inmovilizados bajo el mismo pH; y recoger una fraccién no unida que comprende la
IgG.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el soporte usado en el paso (a) esta
en forma de un material cromatografico o una membrana cromatografica.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el material de soporte 0 membrana usado en el paso (a)
es hidrdfilo y se selecciona del grupo que consiste de agarosa, sefarosa, perlas acrilicas, celulosa, vidrio de poro
controlado, geles de silice y dextranos; hidréfobo y seleccionado del grupo que consiste de resinas; o polimero
sintético organico seleccionado del grupo que consiste de materiales o0 membranas a base de poliacrilamidas o
poliestirenos.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los grupos cargados negativamente
se inmovilizan al soporte a través de un conector presente entre el soporte y los grupos cargados negativamente,
opcionalmente en el que el conector se selecciona del grupo que consiste de una proteina, amino acido y péptido.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los grupos cargados negativamente
inmovilizados se seleccionan del grupo que consiste de derivados de acidos sulfonicos y otros acidos que contienen
azufre, acidos férmicos y otros acidos carboxilicos, acidos fosféricos y otros acidos que contienen fosforo, nitrato y
otros acidos que contienen nitrégeno, y una combinacién de los mismos.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde los grupos cargados positivamente
inmovilizados se seleccionan del grupo que consiste de amonio, alquilamonio, dialquilamonio, trialquilamonio,
amonio cuaternario, grupos alquilo, H*, Na*, K*, Ca?*, Mg?*, grupo funcional amino, y una combinacién de los
mismos, preferiblemente en donde los grupos cargados positivamente inmovilizados son amonio cuaternario,
preferiblemente en donde el amonio cuaternario es dietilaminoetilo (DEAE).

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el método comprende poner en
contacto la solucién con el soporte que comprende los grupos cargados positivamente inmovilizados a un pH en el
intervalo de 7 a 8,2; recoger una fraccion no unida; ajustar el pH de la fraccidon no unida a un pH en el intervalo de
mas de 3,8 a igual o menos de 5,3; poner en contacto la fraccién no unida con el soporte que comprende los grupos
cargados negativamente inmovilizados a un pH en el intervalo de mas de 3,8 a igual o menos de 5,3; y recoger una
fraccion no unida.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que poner en contacto la soluciéon con

el soporte que comprende los grupos cargados positivamente se lleva a cabo a una velocidad lineal en el intervalo
de 1 a 2 ml/min/cm?, y en el que la inmunoglobulina que contiene la solucion tiene una temperatura en el intervalo de
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2a22°C.
13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende ademas el paso de: (c)

poner en contacto la soluciéon que contiene inmunoglobulina con un material cromatografico que comprende polimero
acrilico hidrofobo reticulado tridimensional; y recoger una fraccién no unida que comprende la IgG.
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