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DESCRIPCION
Procedimiento de purificacion de inmunoglobulina
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de purificacion de una inmunoglobulina y, mas particularmente,
a un procedimiento de purificacion de una inmunoglobulina, que comprende: dializar y concentrar una pasta de
fraccion Il de proteina plasmatica que contiene inmunoglobulina, seguido de la eliminacion de sustancias
trombdticas de la fraccion dializada y concentrada mediante un proceso de purificacion utilizando resina ceramica
de intercambio catiénico, y realizando elucion mientras se mantiene la concentracion de sal a un nivel constante
para mantener el contenido polimérico de la inmunoglobulina a un nivel bajo.

Técnica antecedente

Las inmunoglobulinas que son proteinas plasmaticas que contienen anticuerpos contra varios virus y bacterias se
usan como farmacos para prevenir o tratar enfermedades mediante la administracion a sujetos que naturalmente
carecen de anticuerpos o pacientes que necesitan suplementos artificiales de anticuerpos debido a enfermedades
virales o bacterianas.

Con el fin de usar tales inmunoglobulinas como farmacos, se han preparado inmunoglobulinas para inyeccion
subcutanea o intramuscular de acuerdo con el proceso de fraccionamiento con etanol frio (Cohn E. et al., J. Am.
Chem. Soc., 68:459, 1946) desarrollado por Cohn y Oncley o el proceso de fraccionamiento de etanol frio
modificado (Kistler P, Nitschmann HS, Vox Sang, 7:414. 1952) desarrollado por Kistler y Nitschmann.

Sin embargo, las inmunoglobulinas para inyeccion intramuscular tienen los siguientes problemas: 1) las dosis de
tales inmunoglobulinas son limitadas, lo que hace imposible administrar las inmunoglobulinas en grandes
cantidades; 2) las inmunoglobulinas causan dolor en el sitio inyectado con las inmunoglobulinas; 3) las
inmunoglobulinas tienen un bajo contenido de inmunoglobulina G natural (IgG) con actividad de anticuerpos; 4) la
actividad de anticuerpos de las inmunoglobulinas se reduce por la proteasa en el sitio inyectado; y 5) el tiempo
necesario para alcanzar las concentraciones plasmaticas maximas es de 24 horas o mas.

Con el fin de resolver los problemas de la inyeccién intramuscular, se intento la administracion de inmunoglobulinas
por inyeccion intravenosa. Sin embargo, cuando las preparaciones de inmunoglobulina se administraron por via
intravenosa, una variedad de efectos secundarios inmediatos, incluyendo dificultad respiratoria y choque del
sistema circulatorio, aparecieron debido a un efecto secundario grave (reaccion anafilactica) atribuible a los
agregados con actividad anti-complementaria. Tales sintomas aparecieron principalmente en pacientes con
deficiencia de inmunoglobulina. En particular, se observé un efecto secundario de hipersensibilidad grave en
pacientes en los que aparecieron anticuerpos anti-IgA.

Por lo tanto, dado que la inyeccion intravenosa de inmunoglobulinas es imposible debido a los problemas descritos
anteriormente, se ha requerido el desarrollo de preparaciones de inmunoglobulina para inyeccioén intravenosa, y
se han desarrollado procedimientos capaces de eliminar los agregados descritos anteriormente y/o de prevenir la
formacion de agregados durante los procesos de preparacion. La inyeccion intravenosa de inmunoglobulinas ha
sido posible como resultado del tratamiento de inmunoglobulinas con proteasas como pepsina, papaina o
plasmina, o sustancias quimicas como la 3-propiolactona, para cambiar su estructura y suprimir la formacion de
agregados de inmunoglobulina o destruir agregados de inmunoglobulina, reduciendo asi las actividades anti-
complementarias de las inmunoglobulinas.

Los productos de inmunoglobulina intravenosa de primera generacion (IVIG) se prepararon tratando un material
de partida (fraccion Il de Cohn) con pepsina para eliminar los agregados de inmunoglobulina. El proceso de
preparacion no comprendia una etapa de cromatografia en columna, y el producto preparado se liofilizé para
mantenerlo establemente durante un periodo de tiempo adecuado, y se disolvié inmediatamente antes de su uso.
Sin embargo, se descubrié que los productos IVIG fabricados por algunos fabricantes causaron infecciones virales
como la hepatitis C viral. Por esta razén, se agregaron al proceso de preparacion una o mas etapas para inactivar
y/o eliminar virus conocidos. A partir de entonces, los productos IVIG de segunda generacion con baja actividad
anti-complementaria y mayor estabilidad se revelaron a mediados de la década de 1980, y los productos IVIG se
purificaron mediante varias etapas de cromatografia.

Dichas preparaciones se inyectaron por via intravenosa y, por lo tanto, superaron las desventajas de las
inmunoglobulinas intramusculares, incluyendo dosis limitadas, dolor en el sitio inyectado y la reduccion en la
actividad de anticuerpos de las inmunoglobulinas por la proteasa, y también se redujo el tiempo necesario para
alcanzar las concentraciones plasmaticas maximas a varias horas o menos.
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Sin embargo, los productos de inmunoglobulina intravenosa como los descritos anteriormente tienen poca o
ninguna IgG natural con actividad de anticuerpos debido a su cambio estructural y, por lo tanto, tienen una
capacidad de union al complemento reducida o nula y también tienen una vida media en sangre tan corta como
aproximadamente 4- 12 dias, lo que sugiere que no exhiben efectos satisfactorios en la prevencion y el tratamiento
de enfermedades. Ademas, los productos IVIG de primera y segunda generacion preparados en forma de polvo
liofilizado requieren un proceso adicional para disolverlos, y tienen bajas tasas de disolucion. Por esta razon, se
han desarrollado productos IVIG liquidos y se han requerido procesos mejorados para obtener productos IVIG mas
estables y puros.

En relacién con lo anterior, la Patente Alemana N.° 2,604,759 y la Patente Estadounidense N.° 4,124,576 divulgan
procedimientos para obtener IgG pura (IVIG de tercera generacion) con actividad de anticuerpos usando un
tensioactivo no iénico tal como polietilenglicol, a diferencia de la gamma inmunoglobulina para inyeccion
intravenosa antes descrita. Dichas preparaciones de IgG tienen una capacidad de union al complemento y una
mayor vida media en sangre y, por lo tanto, pueden mostrar buenos efectos en la prevencion y el tratamiento de
enfermedades. Sin embargo, estas preparaciones producidas por el tratamiento con polietilenglicol ain pueden
causar efectos secundarios, ya que es dificil eliminar por completo los agregados con actividad anti-
complementaria de estas preparaciones (que muestran una actividad anti-complementaria de aproximadamente
0,02 U/mg).

Ademas, la Publicacién Coreana abierta a inspeccion publica N.° 1983-0007083 divulga un procedimiento para
preparar una inmunoglobulina intravenosa a partir de la fraccion |l o fraccion Il + 1l de Cohn, aislada del plasma
humano, mediante tratamiento con polietilenglicol. Sin embargo, existen problemas porque el proceso es
complicado y el rendimiento es bajo. Los documentos de patente WOO0076534 y W09933484 describen la
purificacion de la pasta de fraccion Il y Il de proteina plasmatica en agua, seguida de filtracion y posible
ultrafiltracion, luego intercambio anidnico, inactivacion viral con detergente solvente e intercambio catidénico en una
resina de intercambio polimérico.

Por consiguiente, los presentes inventores han realizado grandes esfuerzos para resolver los problemas descritos
anteriormente que se producen en la técnica anterior y, como resultado, han encontrado que, cuando se dializa y
se concentra una pasta de fraccion Il aislada del plasma, y luego se purifica mediante cromatografia de intercambio
anionico y cromatografia de intercambio catiénico en una resina ceramica de intercambio catidnico mientras se
controla la concentracion de sal durante la cromatografia de intercambio cationico y la elucion, las sustancias
tromboticas en la fraccion plasmatica se eliminan eficientemente y se mejora la estabilidad del producto de
inmunoglobulina, completando asi la presente invencion.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento de purificacion de inmunoglobulinas, que
puede eliminar eficazmente impurezas y sustancias trombéticas con el fin de producir una inmunoglobulina estable
y de alta pureza.

Solucion técnica

Con el fin de lograr el objeto anterior, la presente invencion proporciona un procedimiento de purificacion de una
inmunoglobulina, que comprende las etapas de:

(a) disolver una pasta de fraccion Il de proteina plasmatica que contiene inmunoglobulina, seguido de filtracion
para obtener una solucién de fraccion II;

(b) dializar y/o concentrar la solucién de fraccion Il obtenida, someter la solucién dializada y/o concentrada a
cromatografia de intercambio anidnico, y recuperar una fraccion no unida a una columna de la cromatografia
de intercambio anidnico;

(c) tratar la fraccion recuperada con un solvente y/o un detergente para inactivar virus, seguido de someter la
fraccion a cromatografia de intercambio catiénico para eliminar el solvente y/o el detergente, y sustancias
trombdticas, en el que la cromatografia de intercambio catidnico utiliza una resina ceramica de intercambio
catiodnico, en la que la cromatografia de intercambio catiénico se realiza a una concentracion de sal de 400-
600 mM;

(d) dializar y/o concentrar un eluato obtenido de la cromatografia de intercambio cationico, en el que la
concentracion de sal del eluato obtenido de la columna de cromatografia de intercambio catidnico en la etapa
(c) se mantiene a 50-150 mM para mantener el contenido de polimeros durante la dialisis y/o concentracion;

y
(e) filtrar la solucion dializada y/o concentrada, obteniendo asi una inmunoglobulina purificada.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista esquematica que muestra un proceso para preparar una inmunoglobulina intravenosa
de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 2 muestra los resultados de medicion de la pureza (trombina/lgG) de una inmunoglobulina en cada
etapa de preparacion.

La Figura 3 muestra los resultados de medicién de la concentracion de FXI (factor de coagulacion humano
XI1) contenido en un filtrado o precipitado en cada etapa de preparacion mediante SDS-PAGE.

Mejor modo para realizar la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la técnica al que pertenece
la invencion. En general, la nomenclatura utilizada en la presente memoria descriptiva y los procedimientos del
experimento, que se describiran a continuacion, son los bien conocidos y cominmente empleados en la técnica.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion "proteina plasmatica que contiene inmunoglobulina”
pretende abarcar plasma libre de crioprecipitados obtenido mediante la eliminacion de diversas proteinas
plasmaticas tales como Factor IX y antitrombina del plasma humano o plasma placentario humano, diversas
fracciones de Cohn y fracciones obtenidas por precipitacion de sulfato de amonio o PEG (Poison et al., Biochem
Biophys Acta, 82:463, 1964); Polson y Ruiz-Bravo, Vox Sang, 23:107. 1972). Preferentemente, la fraccion de
proteina plasmatica que se usa en la presente invencion puede ser la fraccion Il de Cohn, la fraccion I, Il y 1ll de
Cohn o la fraccion Il + 11l de Cohn.

En la presente invencion, se uso la pasta de fraccion Il obtenida a partir de plasma humano de acuerdo con un
procedimiento convencional de fraccion de plasma de Cohn. Se realizé un proceso de purificacion posterior para
eliminar diversas lipoproteinas, fibrindgenos, a-globulina, $-globulina y diversos factores de coagulacion de la pasta
de fraccion Il.

En la presente invencion, el plasma humano utilizado fue aprobado por la FDA y el plasma derivado de la Cruz
Roja Americana sometido a pruebas Biolodgicas, incluyendo pruebas de amplificacion de acido nucleico en virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), virus de hepatitis C (VHC), virus de hepatitis B (VHB) y parvovirus B19, y pruebas
serolégicas. El plasma almacenado a -20 °C o menos se descongel6 por incubacion en un recipiente revestido a
1 a6 °C durante 12-72 horas.

Mientras que el plasma se descongeld bajo las condiciones descritas anteriormente, se produjo un crioprecipitado
que incluia fibrinégeno y factores de coagulacion. El crioprecipitado producido se eliminé por centrifugacion, y se
recupero el plasma crio-deficiente restante. Luego, se repitieron los procesos de precipitacion y filtracion,
obteniendo asi una pasta de fraccion Il.

En el proceso de filtracion para aislar plasma que contiene inmunoglobulina, se afiadié un filtro auxiliar y se mezcld
con el plasma crio-deficiente que luego se separ6 en un sobrenadante y un precipitado por medio de una prensa
de filtro. Como filtro auxiliar, se utilizé Celite (STD) o Harbolite (producto de perlita expandida).

En la presente invencion, la disolucién de la pasta de fraccion Il de proteina plasmatica en la etapa (a) se puede
realizar agregando una solucién de cloruro de sodio en una cantidad equivalente a 2-10 veces el volumen de la
fracciéon de proteina de plasma.

La fraccion de proteina plasmatica se suspende (disuelve) preferentemente en agua y/o tampdn a una temperatura
y pH sustancialmente no desnaturalizantes. El término "sustancialmente no desnaturalizante" implica que la
condicion a la que se refiere el término no causa una pérdida sustancial irreversible de la actividad funcional de las
moléculas de IgG, por ejemplo, pérdida de la actividad de union al antigeno y/o pérdida de la funcion Fc bioldgica.

Ventajosamente, la fraccion de proteina plasmatica se disuelve en agua acidificada con al menos un tampoén no
desnaturalizante en volimenes de 2 a 5, preferentemente de 3 a 4, veces mayores que la fraccion de proteina
plasmatica. El pH de la suspension que contiene inmunoglobulina se mantiene preferentemente a un pH inferior a
6, tal como dentro del intervalo de 4,0-6,0, preferentemente 4,9-5,1, para asegurar la solubilidad 6ptima de la
inmunoglobulina. También se puede usar cualquier tampon acido conocido en la técnica, pero el fosfato de sodio,
el acetato de sodio, el cloruro de sodio, el acido acético, el acido clorhidrico o el agua (agua destilada) pueden
usarse preferentemente como el tampoén acido. En la presente invencioén, se uso solucién de cloruro de sodio.

La suspension de inmunoglobulina se mantiene a una temperatura baja para evitar la desnaturalizacion de
proteinas y minimizar la actividad de la proteasa, y la suspension de inmunoglobulina y el agua o el tampon afiadido
a la suspensién de inmunoglobulina se mantienen a una temperatura que varia de 0 a 12 °C, preferentemente de
0 a7 °C, mas preferentemente de 1 a4 °C.
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En la presente invencion, la filtracion en la etapa (a) de obtencién de la solucion de fraccion Il puede ser una
filtracion clarificadora y puede comprender ajustar el pH a 4,5-5,5. Preferentemente, el pH se ajusta a 4,9-5,1.

En la presente invencion, la pasta de fraccion Il se transfirié a un recipiente revestido a 10 °C o menos, y se disolvié
mediante la adicién de una solucién de cloruro de sodio al 0,6% en una cantidad 4 veces equivalente al volumen
de la pasta de fraccion I, y luego se afnadié acido acético 1M a la solucion para ajustar el pH a 50 + 1. A
continuacién, la solucién se sometié a filtracion clarificadora usando un cartucho de filtro de profundidad,
obteniendo asi una solucion de fraccion Il

En la presente invencion, la dialisis y/o concentracion en la etapa (b) se puede realizar usando un sistema de
ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) hasta que la presion osmatica de la solucion dializada y concentrada alcance 10
mOsmol/kg o menos, seguido de ajustar el pH a 5,5-6,5, preferentemente 5,9-6,1.

La diafiltracion es un proceso para eliminar solo un determinado soluto de un fluido que contiene un solvente y dos
0 mas solutos que tienen diferentes tamafos moleculares realizando dialisis y ultrafiltracion de forma simultanea.
Esto es eficaz para la purificacion de materiales poliméricos y tiene ventajas sobre los procesos generales de
didlisis, ya que ahorra tiempo y es rentable.

En un ejemplo de la presente invencion, la solucion de fraccion Il se filir6 usando un sistema de
ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) a una presion osmética de 10 mOsmol/kg o menos, y se afiadié acetato de sodio
1 M al filtrado a una concentraciéon de 5,0 £ 1,0 mM, seguido de ajustar el pH a 6,0 + 0,1, obteniendo asi una
solucion dializada y/o concentrada que contiene inmunoglobulina.

En la presente invencion, la cromatografia de intercambio aniénico en la etapa (b) se puede realizar a un pH de
5,5-6,5 y un caudal de 95-145 cm/h, y una fraccién no unida a la columna de cromatografia de intercambio aniénico
puede recuperarse con 1,5-2,0 voliumenes de carga (LV).

La resina de intercambio aniénico que se usa en la etapa de cromatografia de intercambio anidnico puede estar
sustituida con grupos dietilaminoetilo (DEAE) o amonio cuaternario, pero no se limita a los mismos.
Preferentemente, la resina de intercambio aniénico puede ser cualquiera seleccionada entre las resinas de
intercambio anidnico que tienen un grupo de amonio cuaternario fuertemente basico o un grupo dietilaminoetilo
(DEAE) débilmente basico.

Por ejemplo, como una resina de intercambio anionico fuertemente basica, se pueden usar Q Sepharose Fast
Flow, Q Sepharose High Performance, Resource Q, Source 15Q, Source 30Q, Mono Q, Mini Q, Capto Q, Capto Q
ImpRes, Q HyperCel, Q Cermic HyperD F, Nuvia Q, UNOsphere Q, Macro-Prep High Q, Macro-Prep 25 Q,
Fractogel EMD TMAE(S), Fractogel EMD TMAE Hicap (M), Fractogel EMD TMAE (M), Eshmono Q, Toyopearl
QAE-550C, Toyopearl SuperQ-650C, Toyopearl GigaCap Q-650M, Toyopearl Q-600C AR, Toyopearl SuperQ-
650M, Toyopearl SuperQ-650S, TSKgel SuperQ-5PW (30), TSKgel SuperQ-5PW (20), TSKgel SuperQ-5PW o
similares, pero no se limitan a las mismas, y se puede usar cualquier resina de intercambio anidnico conocida en
la técnica.

El volumen apropiado de resina usado en la cromatografia de intercambio aniénico se refleja en las dimensiones
de la columna, es decir, el diametro de la columna y la altura de la resina, y varia dependiendo, por ejemplo, de la
cantidad de inmunoglobulina en la solucion aplicada y la capacidad de unién de la resina utilizada. Antes de realizar
la cromatografia de intercambio anidnico, la resina de intercambio aniénico se equilibra preferentemente con un
tampdn que permite que la resina se una a sus contraiones.

En la presente invencion, la resina de intercambio anidnico utilizada es gel DEAE-Sefarosa, y los tampones de
columna usados pueden ser tampones de equilibrio conocidos en la técnica, por ejemplo, tampoén de fosfato de
sodio, tampon de citrato, tampon de acetato o similares, tampén de lavado y tampén de elucion.

En la cromatografia de intercambio aniénico, la columna se equilibré con tampén de acetato de sodio 5 + 1,0 mM
de modo que el pH seria de 6,0 + 0,1, y el caudal de la fase mévil se control6 a 95-145 cm/h. La fraccidn no unida
a la columna de cromatografia de intercambio anionico se recuperd con 1,5-2,0 volimenes de carga (LV).

En la presente invencion, la etapa (c) es una etapa de inactivacion de virus tales como virus potenciales con
envoltura lipidica en la soluciéon que contiene inmunoglobulina y luego la eliminaciéon de una sustancia usada para
la inactivacion. En esta etapa, se puede usar un agente inactivador de virus, preferentemente un solvente y/o un
detergente. Lo mas preferentemente, puede usarse un tratamiento con solvente y detergente que emplea una
mezcla solvente-detergente.

A través de la etapa (c), se pueden inactivar los virus con envoltura lipidica (p. €j., VIH1 y VIH2, hepatitis tipo C y
no A-B-C, HTLV 1y 2, la familia del virus del herpes, que incluye el virus CMV y el virus de Epstein Barr) y, por lo
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tanto, la seguridad del producto final se puede aumentar.

En la etapa (c), se puede cualquier solvente y detergente sin limitacion, siempre que tengan la capacidad de
inactivar virus, particularmente virus con envoltura lipidica. El detergente se puede seleccionar del grupo que
consiste en detergentes no idnicos e idnicos y se selecciona preferentemente para que sea sustancialmente no
desnaturalizante. Particularmente, un detergente no ionico es preferente en términos de facil extraccion. El solvente
es lo mas preferentemente tri-n-butil fosfato (TNBP) como se divulga en la Patente de los Estados Unidos N.°
4,764,369, pero no se limita al mismo.

El agente inactivador de virus que se usa en la presente invencion es preferentemente una mezcla de TNBP y al
menos uno seleccionado entre polisorbato 80 (Tween 80), Triton X-100 y Triton X-45, pero no se limita a los
mismos.

La mezcla preferida de solvente/detergente se agrega de tal manera que la concentracion de TNBP en la solucion
que contiene inmunoglobulina es de 0,2-0,6% en peso, preferentemente 0,24-0,36% en peso, y tal que la
concentracion de Tween 80 sea de 0,8-1,5% en peso, preferentemente 0,8-1,2% en peso.

La etapa de inactivacion del virus se realiza en condiciones que inactivan los virus envueltos, lo que da como
resultado una solucidon que contiene inmunoglobulina sustancialmente segura para el virus. Tales condiciones
incluyen una temperatura de 4-30 °C, preferentemente 19-28 °C, lo mas preferentemente 24-26 °C, y un tiempo
de incubacion de 1-24 horas, preferentemente 4-12 horas, lo mas preferentemente aproximadamente 8 horas, con
el fin de asegurar suficiente inactivacion de virus.

En la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico en la etapa (c) se puede realizar a un pH de
4,5-5,5 y un caudal de 110-130 cm/h. Preferentemente, el pH se ajusta a 4,9-5,1. La cantidad de inmunoglobulina
cargada en la resina de intercambio catiénico es 90-130 mg por M€ de la resina de intercambio cationico,
preferentemente 95-105 mg por M€ de la resina. Después de la adsorcion de la inmunoglobulina, se realiza el
lavado con tampén de equilibrio. El tampoén de equilibrio que se usa en el lavado puede usarse en una cantidad de
al menos tres volumenes de columna, preferentemente al menos cinco voliumenes de columna. Después del
lavado, la inmunoglobulina se eluye con al menos 8 volumenes de columna de tampdén de elucion.

La resina de intercambio catidnico que se usa en la presente invencion es una resina de intercambio catiénico de
resina a base de ceramica. En un ejemplo de la presente invencion, se uso el gel CM Hyper D que es una resina
a base de ceramica como la resina de intercambio catiénico y el tampdn de equilibrio conocido en la técnica, tal
como tampdn de fosfato de sodio, tampdn de citrato o tampdn de acetato, tampon de lavado y se usaron tampones
de elucién como tampones de columna.

La elucién de la inmunoglobulina de la resina de intercambio cationico se realiza con un tampon sustancialmente
no desnaturalizante que tiene un pH y una fuerza iénica suficientes para provocar una elucion eficiente de la IgG,
recuperando asi un eluato que contiene inmunoglobulina. En este caso, "elucion eficiente" significa que al menos
el 75%, tal como al menos el 80%, por ejemplo, al menos el 85%, de la solucion de inmunoglobulina cargada en la
resina de intercambio catidnico se eluye a partir de la resina de intercambio catiénico.

En la presente invencion, la cromatografia de intercambio catidnico en la etapa (c) se puede realizar a la
concentracion de sal del tampdn de elucion, que es suficientemente alta para desplazar la inmunoglobulina de la
resina de intercambio catiénico. Se realiza a una concentracion de sal de 400-600 mM, preferentemente 500 mM.

Ademas, con el fin de mantener el contenido polimérico de la inmunoglobulina durante la dialisis y/o concentracion
en la etapa (d), se puede agregar un eluato obtenido de la columna de cromatografia de intercambio catiénico a
una solucion dializada y/o concentrada calculada para mantener la concentracion de sal a un nivel constante de
50-150 mM, preferentemente 100 mM o menos. Cuando se usa un procedimiento de elucidon que permite mantener
una baja concentracion de sal en la etapa de elucion de la proteina, el contenido polimérico de la inmunoglobulina
se puede minimizar y, por lo tanto, se puede purificar la inmunoglobulina con calidad mejorada.

En la presente invencion, la dialisis y/o concentracion en la etapa (d) se puede realizar usando un sistema de
ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF). Se realiza a una presion osmética de 10 mOsmol/kg o menos, y luego el pH se
ajusta a 4,0-5,0.

En la presente invencion, la diafiltracién se realizé para eliminar iones de bajo peso molecular del eluato de
cromatografia de intercambio catiénico, y la presion osmética en el sistema UF/DF se controlé a 10 mOsmol/kg o
menos. Luego, se afiadié acido clorhidrico (HCI) al filirado para ajustar el pH a 4,5 + 0,1.

En la presente invencion, la filtracion en la etapa (e) se puede realizar usando un sistema de nanofiltracion. La
nanofiltracién se puede realizar a una presion de 1,5-2,5 bar (150-250 kPa).
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El procedimiento de la presente invencién puede comprender, ademas, después de la etapa (e), una etapa de
adicién de un estabilizador para preparar una inmunoglobulina para inyeccién intravenosa.

Después de completar la nanofiltracion, se puede agregar al menos un estabilizador de proteinas conocido en la
técnica, y los ejemplos de los mismos incluyen diversos alcoholes de azucar y sacaridos (tales como sorbitol,
manosa, glucosa, trehalosa, maltosa), proteinas (tales como albumina), aminoacidos (como lisina, glicina, etc.) y
agentes organicos (como PEG y Tween 80).

En la presente invencion, después de la etapa (e), un estabilizador que se puede agregar puede ser al menos uno
seleccionado entre alcohol de azucar, maltosa, sorbitol, manosa, glucosa, trehalosa, albumina, lisina, glicina, PEG
y Tween 80. Preferentemente, se usa maltosa como estabilizador.

El estabilizador se puede agregar a una concentracion de 90-110 g/f. Después de la adicion del estabilizador, el
pH de la soluciéon de inmunoglobulina se puede ajustar a 3,5-4,0. Preferentemente, el pH se puede ajustar a 3,7-
3,9 mediante la adicién de un acido, preferentemente acido sulfurico o acido clorhidrico.

La nandfiltracion es una etapa importante de eliminacion de virus. En la presente invencion, la solucién de
inmunoglobulina dializada y concentrada se filtré a través de un prefiltro Pall DVD y un filtro de virus DV20 a una
presion de 2,0 + 0,5 bar para eliminar los virus de la solucion de inmunoglobulina. Luego, se afiadié maltosa a la
soluciéon nanofiltrada a una concentracion final de 100 g/f para estabilizar la inmunoglobulina. La solucién de
inmunoglobulina estabilizada se ajustdé a un pH de 3,8 + 0,1 mediante la adicién de acido clorhidrico. Luego, se
esterilizo utilizando un filtro de 0,2 um y se almacendé.

La preparacion de inmunoglobulina esterilizada para inyeccién intravenosa puede diluirse o concentrarse de
manera que la concentracion de la proteina (inmunoglobulina purificada) sea de 1-30% en peso. En la presente
invencion, la preparacion de inmunoglobulina esterilizada se diluyé con agua para inyeccion (WFI) o se concentrd
por ultrafiltracion de modo que la concentracion de proteina fuese de 40-60 g/{, preferentemente 45-55 g/f, mas
preferentemente 49,5-50,5 g/f. Luego, se agregdé maltosa a la solucién de inmunoglobulina a una concentracion
final de 100 g/f y se mezcldé completamente, y luego se midié el pH de la preparacion de inmunoglobulina, y se
agregod acido clorhidrico a la soluciéon de inmunoglobulina para ajustar el pH a 3,8 + 0,1, preparando asi una
preparacion de inmunoglobulina intravenosa.

En un ejemplo de la presente invencion, se midié la pureza (trombina/lgG) de una solucién de inmunoglobulina en
cada etapa de preparacion y la concentracion de FXI (factor de coagulacion humano Xl) en un filtrado o precipitado
en cada etapa de preparacion. Como resultado, se pudo observar que se purificéd una solucién de inmunoglobulina
con una pureza del 99% o superior (Figura 2) y que el factor de coagulacion FXI se elimin6 casi completamente
(Tabla 2 y Figura 3).

Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describira con mayor detalle con referencia a los ejemplos.

Ejemplo 1: Preparaciéon de Inmunoglobulina Intravenosa

1-1: Preparacion de Plasma

Como plasma, se uso plasma aprobado por la FDA que se sometié a pruebas Bioldgicas, incluyendo pruebas de
amplificacion de acido nucleico en virus de inmunodeficiencia humana (VIH), virus de hepatitis C (VHC), virus de
hepatitis B (VHB) y parvovirus B19, y pruebas de serologia.

En la presente invencion, se uso plasma (Lote N.° 600A9008) obtenido de la Cruz Roja. El plasma se almacend a
-20 °C o menos hasta su uso. Se abrié una botella que contenia el plasma con una maquina cortadora de botellas
y se descongelo el plasma mediante incubacion en un recipiente revestido a 1-6 °C durante 12-72 horas.

Mientras que el plasma se descongel6 en las condiciones descritas anteriormente, se produjo un crioprecipitado
que contenia fibrindgeno y factores de coagulacion. El crioprecipitado producido se removié por centrifugacion, y
se recupero el plasma crio-deficiente restante.

1-2: Etapa de Precipitacion |

Con el fin de eliminar adicionalmente los factores de coagulacion del plasma crio-deficiente, se realizé una etapa
de precipitacion I.

Se afadio etanol al 96% al plasma crio-deficiente recuperado en el Ejemplo 1-1 de modo que la concentracion final
de etanol fuese de 8 + 0,8% a -3 + 1 °C, y luego el pH de la solucidn se ajusté a 7,2 + 0,2 usando tampon de
acetato. El precipitado se elimind por centrifugacion, y se recupero el sobrenadante (sobrenadante de adicion 1).
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Para el recuento total viable, se tom6 una muestra y se almacend una porcion del sobrenadante.

1-3: Etapa de Precipitacion Il + 1l y Filtraciéon

Para precipitar una inmunoglobulina contenida en el sobrenadante recuperado en el Ejemplo 1-2, se realizé una
etapa de precipitacion Il + lIl.

Se afiadid adicionalmente etanol al 96% al sobrenadante recuperado en el Ejemplo 1-2 de modo que la
concentracion final de etanol fuese de 20 + 2% a -5 + 1,0 °C. Luego, el pH de la solucién se ajust6 a 6,9 + 0,1
utilizando tampén de acetato.

A continuacion, se afiadié un auxiliar de filtracion (Celite (STD) o Harbolite (producto de perlita expandida)) a la
solucion en una cantidad de 0,0284 kg por kg de plasma y se mezcloé durante 30 + 10 minutos. La mezcla se
separo en un sobrenadante y un precipitado en una prensa de filtro (DG800K) en una habitacién fria mantenida a
una temperatura de 2 a 8 °C.

El sobrenadante fue denominado "sobrenadante | + 1l + 1ll (o Il + llI)", y el precipitado fue denominado "fraccion | +
Il + lllw (o Il + lllw)" (w = lavado). La fraccion | + 11 + lllw (o Il + lllw) se us6 inmediatamente o se almaceno a -20
°C o menor.

1-4: Etapa de Precipitacion lll y Filtracién

Para eliminar adicionalmente la albumina, lipoproteina, trombina y otras proteinas no deseadas de la fraccion | +
Il + lllw (o Il + lllw) que contiene inmunoglobulina, se realizé una etapa de precipitacion Ill.

La fraccion | + 11 + lllw (o Il + lllw) recuperada en el Ejemplo 1-3 se disolvié en agua destilada fria, y se tomé una
muestra de la solucion y se almacend para un recuento total viable. Luego, se afiadio etanol al 96% a la fraccion |
+ 11 + lllw (o Il + lllw) disuelta de modo que la concentracion final de etanol fuese de 18 £ 1,8% a -5 + 1,0 °C. Luego,
la solucion se ajustd a un pH de 5,2 + 0,1 mediante la adiciéon de un tampdn de acetato preparado a -6 °C.

Posteriormente, la mezcla se separd en un sobrenadante y un precipitado por medio de una prensa de filtro
(DG800K). El sobrenadante fue denominado "filtrado I + 1ll (o )", y el precipitado fue denominado "fraccion | + I
(o lI)". Se descartd la fraccion | + 11l (o 1ll), y se tomd una muestra del filtrado I + 11l (o 1ll) y se almacend para un
recuento total viable.

1-5: Etapa de Precipitacion |l y filtracién

Para precipitar la inmunoglobulina en el filtrado I + 1l (o Ill) obtenido en el Ejemplo 1-4, se realizé una etapa de
precipitacion Il.

Se afiadio etanol al 96% al filtrado | + 11l (o lll) de modo que la concentracion final de etanol fuese de 25 + 2,5% a
-10 £ 2,0 °C. A continuacion, la solucion se ajusté a un pH de 7,4 + 0,2 mediante la adicion de bicarbonato de sodio
1M.

Luego, la mezcla se separé en un sobrenadante y un precipitado por medio de una prensa de filtro (DG800K). El
precipitado fue denominado "pasta de fraccién II", y se tomd una muestra de una porcion del precipitado y se
almacen6 para medir el contenido de endotoxinas y proteinas bacterianas y la composicion de las mismas.

1-6: Disolucién de Pasta de Fraccion Il y Filtracién Clarificadora

Se realizaron procesos de aislamiento/purificacion para aumentar el contenido de la inmunoglobulina aislada del
plasma y eliminar las sustancias tromboticas.

Primero, la pasta de fraccion Il que contiene inmunoglobulina aislada en el Ejemplo 1-5 se disolvié para tener
condiciones adecuadas para dialisis. La pasta de fraccion Il se transfirié a un recipiente revestido a 10 °C o menos
y se disolvié afadiéndole una solucidon de cloruro de sodio al 0,6% en una cantidad equivalente a 4 veces el
volumen de la pasta de fraccion Il, y se tomd una muestra de una porcién de la solucion y se almacend para el
contenido de proteinas y la composicion de la misma.

A continuacion, la solucion se ajustd a un pH de 5,0 £ 1 mediante la adicion de acido acético 1M, y luego la solucion
se sometio a filtracion clarificadora usando cartuchos de filtro de profundidad (BecodiskBP01), obteniendo asi una
solucion de fraccion Il

1-7: Didfiltracién
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La solucion de fraccion Il que contiene inmunoglobulina obtenida en el Ejemplo 1-6 se diafiltré para eliminar etanol
e iones de bajo peso molecular, y su pH se ajustd para que la solucién tuviera condiciones adecuadas para la
cromatografia de intercambio anionico.

La solucion de fraccion Il que contiene inmunoglobulina se diafiltré usando un sistema de ultrafiltracion/diafiltracion
(Millipore Pellicon2 (50K)) a una presién osmaética de 10 mOsmol/kg o menos, y una porcion del filtrado obtenido
se muestreo6 y almacend con el fin de medir el contenido de proteinas y su composicién y contar células viables.

El filtrado se ajusté a un pH de 6,0 + 0,1 mediante la adicion de acetato de sodio 1M a una concentracion de 5,0 +
1,0 mM, obteniendo asi una solucién de inmunoglobulina dializada y/o concentrada.

1-8: Cromatografia de Intercambio Anidnico

Con el fin de eliminar las proteinas poliméricas y otras proteinas plasmaticas de la solucion de inmunoglobulina
dializada y/o concentrada obtenida en el Ejemplo 1-7, se realizd una cromatografia de intercambio aniénico.

El gel DEAE-Sefarosa de resina de intercambio aniénico (GE Healthcare, N.° de Catalogo 17-0709) se empacd en
una columna y luego se equilibré con tampén de equilibrio de modo que el pH fuese de 6,0 £ 0,1. A continuacion,
la solucién de inmunoglobulina dializada y/o concentrada obtenida en el Ejemplo 1-7 se cargd en la columna a un
caudal de 120 + 25 cm/h. A continuacion, se recuperé una fraccion no unida a la columna de cromatografia de
intercambio anidénico con 1,5-2,0 volumenes de carga (LV).

1-9: Tratamiento con Solvente/Detergente para la Inactivacién de Virus

Para inactivar virus potenciales con envoltura lipidica en la solucién que contiene inmunoglobulina, se realizé una
etapa de tratamiento de la solucién con un solvente y un detergente.

Primero, para ajustar el pH de la fraccion a 5,0 + 0,1, se afadié acido acético a la fraccion no unida a la columna
de cromatografia de intercambio anidnico y se recuper6 en el Ejemplo 1-8. Luego, se afadio tri(n-butil)-fosfato
(TNBP) y polisorbato 80 (Tween 80) a la fraccién a concentraciones de 0,3 £ 0,06% y 1 £ 0,2%, respectivamente,
seguido de agitacion a 200 + 50 RPM durante 20 -30 minutos. Para saber si TNBP y Tween 80 en la solucién se
mezclaron uniformemente, se tomd una muestra de la solucion y se analizé. Posteriormente, la solucion se agitd
continuamente a 25 + 1,0 °C y 200 + 50 RPM durante 8 horas. La solucién que contiene inmunoglobulina se
transfirid a otro tanque (que es un area segura viral (VSA)) a través de una tuberia dura.

1-10: Cromatografia de Intercambio Catidénico

Para eliminar TNBP, Tween 80 y otras sustancias trombdéticas tales como factores de coagulacion de la solucion
de inmunoglobulina tratada con el solvente/detergente, se realizé una cromatografia de intercambio cationico.

La resina de intercambio catiénico CM Hyper D gel (Pall Corporation; N.° de Catalogo 20050) que es un material
ceramico se empaco en una columna, y luego se equilibré con tampdén de equilibrio de manera que el pH fuese de
5,0 £ 0,1. A continuacioén, la solucién de inmunoglobulina tratada con el solvente/detergente en el Ejemplo 1-9 se
cargo en la columna a un caudal de 120 + 10 cm/h. Posteriormente, después de lavar con al menos 5 volimenes
de columna de tampodn de lavado, la inmunoglobulina se eluyd con tampoén de elucién (composicion de tampoén de
elucion: NaOAc 20 mM, pH 4,5 con NaCl 0,5 M) y se recuper6 (tasa de adsorcion: 100 mg de inmunoglobulina por
M! de resina de intercambio catiénico).

1-11: Didfiltracién

Para eliminar los iones de bajo peso molecular del eluato de cromatografia de intercambio catidnico, se realizo la
diafiltracion.

El eluato obtenido en el Ejemplo 1-10 se diafiltré usando un sistema de ultrafiltracion/diafiltracion (Millipore
Pellicon2 (50K)) a una presion osmaética de 10 mOsmol/kg o menos. Para mantener el contenido polimérico de
inmunoglobulina, se afiadié el eluato de cromatografia de intercambio catiénico al concentrado de dializado
calculado, y la ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) se realizd continuamente mientras se mantenia una
concentracién de cloruro de sodio de 100 mM o inferior.

Una porcion del filtrado obtenido se muestred y almacend para medir el contenido de proteina y la composicion de
la misma y contar células viables, y el filirado restante se ajust6 a un pH de 4,5 + 0,1 mediante la adicién de acido
clorhidrico (HCI).

1-12: Nanofiltracién y Adicién de Estabilizador




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2785375713

La nanofiliracion es una etapa importante de eliminacion de virus. La solucién de inmunoglobulina
dializada/concentrada obtenida en el Ejemplo 1-11 se filtr6 a través de un prefiltro Florodyne Il (AB1DJL7PH4) y
se filtr6 a través de un filtro de virus (DV20, AB3DV207PH4) a una presion de 2,0 £ 0,5 bar (200 + 50 kPa) para
eliminar los virus de la solucién de inmunoglobulina.

Con el fin de estabilizar la inmunoglobulina, se afiadié maltosa al filtrado nanofiltrado hasta una concentracion final
de 100 g/f y se mezclé completamente. Luego, se midid el pH de la solucién de inmunoglobulina estabilizada, y la
solucién de inmunoglobulina se ajustd a un pH de 3,8 + 0,1 mediante la adicién de acido clorhidrico.

A continuacion, el filtrado se esterilizé usando un filtro de 0,2 ym y se almacend en un tanque de almacenamiento
de acero inoxidable.

1-13: Preparacion de la Preparaciéon Final de la Preparacién de Inmunoglobulina para Inyeccién Intravenosa y
Llenado Aséptico

La preparacion de inmunoglobulina resultante para inyeccion intravenosa se diluyé con WFI o se concentrd por
ultrafiltracion de modo que la concentracion de proteina fuese de 50 + 1 g/f. A continuacion, se afiadié maltosa a
la misma a una concentracion final de 100 g/f y se mezclé completamente. Luego, la preparacion de
inmunoglobulina estabilizada se midioé por su pH y se ajusté a un pH de 3,8 + 0,1 mediante la adicion de acido
clorhidrico.

Después del ajuste del pH, la preparacion de inmunoglobulina se esterilizé y se transfirié a una sala de empaque
para preparar un producto que a su vez se almacené a una temperatura de 2-8 °C.

Ejemplo 2: Medicion de Trombina/lgG Generada (Riesgo Tromboembodlico) en Solucion de
Inmunoglobulina en Cada Etapa de Preparacion

Se midid la trombina/lgG generada (riesgo tromboembdlico) en la preparacion de inmunoglobulina muestreada en
cada etapa de preparacion del Ejemplo 1.

2-1: Procedimiento Experimental

En la presente invencion, la medicion del riesgo tromboembdlico en la soluciéon de inmunoglobulina en cada etapa
del Ejemplo 1 se realiz6 de acuerdo con el protocolo de Generacion de Trombina (Experimento (100916)a del
protocolo 01 de Generacion de Trombina CBER) proporcionado por el CBER (Center for Biologics Evaluation and
Research), que es una de las seis organizaciones analiticas afiliadas de la FDA.

2-2: Resultados Experimentales

El proceso de purificacion de inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencion incluye el procedimiento de
fraccionamiento de plasma de Cohn vy las técnicas de purificacion por cromatografia de intercambio iénico. Como
se muestra en la Figura 2 y la Tabla 1 a continuacion, se pudo observar que, en la cromatografia de intercambio
catidnico entre los procesos de purificacion cromatografica, la cantidad de trombina generada (que es una
sustancia trombdtica) fue reducida eficazmente a aproximadamente el 95% en comparacion con una etapa inicial.

Tabla 1. Analisis del producto obtenido en cada proceso de preparacion

N.° de Lote
Procesos Observacion| 654C13171 | 654C13172 | 654C13173 | Promedio | Desviacion
estandar
Trombina (nM)
1. Pasta Il de Cohn 182,2 163,5 162,7 169,5 11,0
2. Diafiltracién 184,3 178,6 182,6 181,8 2,9
anrrc;?jr; 185,7 182,2 186,0 184,6 2,1
3. Cromatografia de 9
intercambio anidnico (AEX) .
Porcion 159,3 154,4 180,2 164,6 13,7
aprobada
4. Inactivacion de virus 190,6 187,3 204,9 194,3 9,4
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anrrc;?jr; 156,0 150,9 165,0 157,3 7.1
5. Cromatografia de 9
intercambio catiénico (CEX) .
Porcion 6,3 7,5 8,9 7.6 1,3
aprobada
6. Nanofilitracion 5,0 9,8 12,1 9,0 3,6
7. Solucién cruda 14,1 10,7 16,5 13,8 2,9

Los resultados en la Tabla 1 anterior muestran que la trombosis que puede ser causada por la inyeccion
intravenosa de la inmunoglobulina puede minimizarse de modo que el tromboembolismo causado por la trombosis
pueda prevenirse eficazmente, maximizando asi la seguridad de la inmunoglobulina.

Ejemplo 3: Medicion de la _Concentracion de FXI (Factor de Coagqulacion Humano Xl) en Filtrado o
Precipitado en Cada Etapa de Preparacién

Con el fin de examinar el grado de eliminacion de coagulantes, la concentracion de FXI (Factor de Coagulacion
Humano Xl) en el filtrado o precipitado muestreado en cada etapa de preparacion del Ejemplo 1 se midié6 mediante
ELISA (Kit ELISA AssayMax Human Factor XI (FXI); ssaypro, N.° de Catalogo EF1011-1) y SDS-PAGE.

Tabla 2. Contenido de FXI de los productos del proceso de purificacion

FXI (EIA)
Procesos Observacion
(ng/ml)
1 Pasta de Cohn Il 2,32
2 Diafiltracién 3,06
3 | Cromatografia de intercambio aniénico Porcién cargada 241
4 (AEX) Porcién aprobada 2,56
5 Porcién cargada 2,96
6 Cromatografia de intercambio catiénico Porcién aprobada ND
(CEX)
7 Porcién eluida N.D
8 Nanofilitracion N.D
9 Solucién cruda N.D

El contenido de FXI de los productos del proceso de purificaciéon de acuerdo con la presente invencion se midieron
por ELISA y SDS-PAGE. Como resultado, como se puede apreciar en la Tabla 2 anterior y en la Figura 3, las
cantidades de trombina y FXI no cambiaron en el proceso de cromatografia de intercambio aniénico, pero las
cantidades de trombina y FXI en el eluato obtenido del proceso de cromatografia de intercambio catiénico estaban
por debajo del limite de deteccion, y FXI se eliminé por completo en el proceso de cromatografia de intercambio
cationico.

Aplicabilidad industrial
Cuando se usa el procedimiento de purificacion de inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencion, se
puede aumentar la eficiencia con la que se eliminan las impurezas y las sustancias trombdticas y se puede

mantener el contenido polimérico de inmunoglobulina y, por lo tanto, se puede producir una inmunoglobulina
estable con mayor calidad.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento de purificacion de una inmunoglobulina, que comprende las etapas de:

(a) disolver una pasta de fraccion Il de proteina plasmatica que contiene inmunoglobulina, seguido de
filtracion para obtener una solucion de fraccion li;

(b) dializar y/o concentrar la solucion de fraccion Il obtenida, someter la solucidon dializada y/o
concentrada a cromatografia de intercambio aniénico, y recuperar una fraccién no unida a una columna
de la cromatografia de intercambio aniénico;

(c) tratar la fraccion recuperada con un solvente y/o un detergente para inactivar virus, seguido de
someter la fraccion a cromatografia de intercambio catidnico para eliminar el solvente y/o el detergente,
y las sustancias trombdticas,

en el que la cromatografia de intercambio catidnico usa una resina ceramica de intercambio catiénico,
en el que la cromatografia de intercambio cationico se realiza a una concentracion de sal de 400-600
mM;

(d) dializar y/o concentrar un eluato obtenido de la cromatografia de intercambio catidnico, en el que
una concentracion de sal del eluato obtenido de la columna de cromatografia de intercambio catidnico
en la etapa (c) se mantiene a 50-150 mM con el fin de mantener el contenido de polimeros durante la
didlisis y/o concentracion; y

(e) filtrar la solucion dializada y/o concentrada, obteniendo asi una inmunoglobulina purificada.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion de la pasta de fraccién Il de proteina
plasmatica en la etapa (a) se realiza mediante la adicion de una solucion de cloruro de sodio en una cantidad
equivalente a 2-10 veces el volumen de la fraccion de proteina de plasma.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la filtracion en la etapa (a) es una filtracion clarificadora,
y comprende ajustar el pH a 4,5-5,5.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la dialisis y/o concentracion en la etapa (b) se realiza
usando un sistema de ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) a una presion osmética de 10 mOsmol/kg o menos,
y luego ajustando el pH a 5,5-6,5.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la cromatografia de intercambio anidnico en la etapa (b)
se realiza a un pH de 5,5-6,5 y un caudal de 95-145 cm/h, y una fraccién no unida a la columna de la
cromatografia de intercambio aniénico se obtiene con 1,5-2,0 volimenes de carga (LV).

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el solvente en la etapa (c) es tri-n-butil fosfato (TNBP),
y el detergente es al menos uno seleccionado entre polisorbato 80, Triton X-100 y Triton X-45.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la cromatografia de intercambio catiénico en la etapa
(c) se realiza a un pH de 4,5-5,5 y un caudal de 110-130 cm/h.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que una cantidad de adsorcion de inmunoglobulina adsorbida
en la resina de intercambio cationico es 90-130 mg por M€ de la resina de intercambio cationico en la
cromatografia de intercambio catiénico en la etapa (c).

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la dialisis y/o concentracion en la etapa (d) se realiza
usando un sistema de ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF), a una presion osmética de 10 mOsmol/kg o menos,
y luego el pH se ajusta a 4,0-5,0.

El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la filtracion en la etapa (e) se realiza usando un sistema
de nanofiltracion a una presion de 1,5-2,5 bar (150-250 kPa).

El procedimiento segun la reivindicacion 1, que ademas comprende una etapa de afiadir un estabilizador para
preparar una inmunoglobulina para inyeccioén intravenosa después de la etapa (e).

El procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el estabilizador es al menos uno seleccionado del

grupo que consiste en alcohol de azucar, maltosa, sorbitol, manosa, glucosa, trehalosa, albumina, lisina,
glicina, PEG y Tween 80.
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FIG. 1
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FIG. 2
250
OEX N.° Etapa
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5 1504 3 Cromatografia de intercambio anionico (carga)
% 00 4 Cromatografia de intercambio anidnico (liquido aprobado)
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¢ CEX: Cromatografia de Intercambio Catidnico

FIG. 3
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1 Fracciéon I de Cohn

2 Diafiltracion

3 Cromatografia de intercambio ani6nico (carga)

4 Cromatografia de intercambio aniénico (liquido aprobado)
5 Cromatografia de intercambio aniénico (elucion)

6 Cromatografia de intercambio catidnico (carga)

7 Cromatografia de intercambio catiénico (liquido aprobado)
8 Cromatografia de intercambio catidnico (elucion) y Ultrafiltracién/Diafiltracion
9 Antes de la filtracion

10 Nanofiltracion

11 Preparacion final
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