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ES 2224245 TS5

DESCRIPCION

Purificacién del complejo factor VIII mediante cromatografia de inmunoafinidad.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de un complejo altamente purificado for-
mado por los componentes factor VIII (factor VIII: C o FVIII) y factor von Willebrand (FvW), y de una preparacién
farmacéutica estable que contiene el complejo altamente puro.

El factor von Willebrand es una glucoproteina multimérica que estd codificada por un gen en el cromosoma 12 y
circula en el plasma en concentraciones de 5 a 10 pg/ml, libremente y como complejo no covalente con el factor de
coagulacién VIII, proteina que estd codificada por un gen en el cromosoma 10 y estd ausente o falta en la hemofilia A.

Las dos funciones principales del FvW en la hemostasis son:

1. La adhesion de los trombocitos al endotelio lesionado, para lo cual el FvW se liga al subendotelio herido
y hace posible la formacién de un puente entre esta superficie y las plaquetas, asi como una agregacion de
estas Ultimas entre si. La primera interaccion entre los trombocitos y el subendotelio se realiza mediante
la glucoproteina Ib de la membrana de los trombocitos y las fibras de coldgeno del endotelio lesionado. El
FvW se liga a estas dos proteinas y hace de mediador para la formacion de una primera capa de trombocitos,
interviniendo en la posterior reticulacion de las plaquetas entre si mediante el enlace al complejo glucopro-
tefna IIb/IITa. Los responsables de estas tareas en la hemostasis primaria son principalmente multimeros de
gran tamafio (Eller; Lab. Med. (1994); 18: 168-176).

2. Debido a su sitio de unién para FVIII, el FvW influye también en la coagulacién plasmadtica. ElI FVIII se
halla en el plasma casi exclusivamente en forma de complejo no covalente con FvW, llevando aproxima-
damente una de cada diez moléculas de FvW una molécula de FVIII. Como portadores actian sobre todo
dimeros y multimeros de pequefio tamafio. Gracias a este complejo con FvW, el FVIII esta protegido contra
una inactivacién proteolitica intensificada (por ejemplo por una proteina C activada).

Ademis, el complejo potencia el FVIII en lo que se refiere a su actividad como cofactor en la coagulacién intrinseca
(Eller; Lab. Med. (1994); 18: 168-176).

El FvW se forma en las células del endotelio vascular, que constituyen la fuente principal de esta proteina plasma-
tica, mediante una liberacion constitutiva o estimulada, pero también se sintetiza, aunque en menor proporcion, en los
megacariocitos (PNAS 92 (1995), 2428-2432).

El producto primario de la traduccion se compone de 2.813 aminodcidos. Una vez disociado el péptido sefial (22
aminodcidos), se realiza la dimerizacién. El proceso posterior se realiza en el aparato de Golgi, donde los dimeros
se polimerizan bajo disociacion de los propéptidos (741 aminodcidos). El propéptido desempefia un importante papel
en la posterior ligadura de los dimeros, catalizando la formacién de enlaces disulfuro en el extremo aminoterminal.
De este modo se generan oligdmeros de distintos tamafios, que oscilan entre dimeros de 500.000 dalton y multimeros
de gran tamafio de hasta 20 millones de dalton. Adicionalmente a los procesos proteoliticos, el FvW estd sometido a
otras modificaciones postraduccionales, incluidas la glicosilacién y la sulfataciéon (Mancuso y col.: Himostaseologie
(1989); 9: 122-129).

Por tanto, la complejidad de la biosintesis hace que existan numerosas moléculas de FvW distintas con las mas
diversas funciones y propiedades.

Como consecuencia, el factor von Willebrand puede presentar actividades de enlace muy diferentes con respecto
a sus compaifieros de enlace naturales. En particular, se ha comprobado que la fuerza de enlace de diversas moléculas
de FvW con la glucoproteina Ib, con el coldgeno, con la heparina, con el complejo de glucoproteina IIb/Illa, con el
factor VIII y con el subendotelio puede ser distinta.

Por tanto, esto implica que todas las preparaciones de FvW consisten en una mezcla de las citadas diversas proteinas
de FvW o bien grupos de FvW y, consecuentemente, son heterogéneas en lo que se refiere a sus propiedades, tales
como la fuerza de enlace esencial con respecto al factor VIIIL.

La presencia de diversas formas de FvW es también el motivo de los complejos y distintos fenotipos en la fisiopa-
tologia de la enfermedad de von Willebrand, que en ciertos casos puede atribuirse a un déficit de produccién del factor
de von Willebrand y en otros casos a un exceso de produccion del mismo. Por ejemplo, un exceso de produccién de
FvW conduce a una mayor tendencia a las trombosis, mientras que un déficit en el suministro de FvW tiene como
consecuencia una mayor tendencia a las hemorragias o mayor tiempo de coagulacidn, pero esto no puede aplicarse en
ningin caso de modo general, ya que también es decisiva la forma en que se produce, en déficit o en exceso, el factor
de von Willebrand.

Para distinguir y caracterizar las propiedades del FvW y el sindrome de FvW se emplean diversos métodos de
andlisis.
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Asi pues, para el diagnéstico es imprescindible determinar la actividad del cofactor ristocetina. Para ello se es-
tudia la agregacion plaquetaria en presencia del antibidtico ristocetina, que en los pacientes con sindrome de FvW
se halla reducida o es totalmente inexistente (Macfarlane y col.: Thrombosis et Diathesis Haemorehagica 1775; 34:
306-308).

Ademas, la actividad de formacién de coldgeno del FvW puede aprovecharse para la diferenciacion del sindrome
de FvW (Thomas y col.: Himastaselogie (1994); 14: 133-139).

La constante de disociacion de enlace entre el FvW y el FVIII puede determinarse segiin el método de Vlot y col.
(Blood 83 (11) (1995); 3150-3157).

La estructura molecular del FvW se determina mediante el andlisis de la estructura multimérica por medio de
electroforesis SDS en geles de agarosa al 1,2% (Ruggeri y col.: Blood (1981); 57: 1140-1143).

Para determinar la cantidad total de antigeno FvW se utilizan los m4s diversos kits de ensayo ELISA disponibles
en el mercado.

La preparacion de un complejo FVIII/FvW 6ptimo deberia tener como objetivo la obtencién de un producto estable,
pero sobre todo libre de proteinas acompafiantes no deseadas, ya que toda carga de proteinas innecesaria implica un
riesgo de efectos secundarios no deseados.

Por tanto, toda concentracién de FvW no necesaria para la estabilizacién de FVIII constituye una carga para el
hemofilico.

Hasta la fecha, en el curso de los procesos de produccion de preparaciones de factor von Willebrand, especialmente
a partir de pools plasmadticos, no ha sido posible excluir totalmente el riesgo de heterogeneidad de la composicién
debido a la presencia de distintas formas del factor von Willebrand, ni ha sido posible, en el estado actual de la
técnica, obtener una preparacion de FvW con propiedades uniformes, por ejemplo en lo que se refiere a su actividad
de enlace con un determinado ligando.

Ya se sabia como depurar el complejo factor VIII mediante diversos anticuerpos monoclonales anti-FvW, tanto a
partir de plasma como a partir de crioprecipitados (Thromb. Haemostas. 57 (1987), 102-105). También se ha ensayado
la estabilidad del complejo FVIII/FvW en distintos tampones con un pH 6,5, entre los cuales se incluyen aquellos que
contienen glicoles, aminodcidos, agentes caotrépicos, aminas, otras sales o disolventes organicos y/o detergentes. La
adicién de lisina a soluciones tampdn junto con sustancias caotropicas en altas concentraciones, como por ejemplo urea
3M, proporcionaba una proteccion del factor VIII: C/FvW:Ag contra los efectos de desnaturalizacién. Las actividades
de los factores VIII:C y FvW R.cof. eran, tras una incubacién con etilenglicol al 20% en volumen + KI 1M por
ejemplo, de un 72% o un 48%, y, en caso de tratamiento con urea 3M, de un 88% o un 77%.

La actividad especifica del factor VIII:C en un producto final, eluido con KI 1M + lisina 1M + imidazol 20 mM +
CaCl, 5 mM, pH 6,5, era de 45 1.U./mg de proteina total, la del FvW de 60 I.U./mg.

También se tiene informacién sobre la purificacién del complejo factor VII/FvW por métodos cromatograficos a
partir de crioprecipitados tras su adsorcién en Al(OH); y sobre la realizacién de una inactivacién virica utilizando an-
ticuerpos monoclonales anti-FvW (Biotechnol. Blood Prot. 227 (1993), 109-114). La elucién del complejo adsorbido
se realizaba a un pH 6,5 bajo la adicién del agente caotrépico KI (1M). La relacién factor VIII:C/FvW:Ag era 0,8 y la
actividad especifica de factor VIII:C 38 i.u./mg.

Por ultimo, por el documento EP-0 295 645-A2 se sabe como purificar el complejo factor VIII mediante croma-
tografia de afinidad utilizando péptidos especificos, dirigidos contra FvW, de liquidos bioldgicos heterogéneos. Para
ello se eluy6 el complejo utilizando gradientes de pH o tampones con una gran fuerza idnica (véase el ejemplo 5 del
documento EP-0 295 645-A2).

En el documento EP 0 416 983 A1 se describe una preparacion con el complejo factor VIII/FvW obtenida mediante
cromatografia de intercambio aniénico. Segin el documento WO 86/01718 A1l se obtuvo una preparacién de complejo
factor VIII/FvW mediante cromatografia en un anticuerpo monoclonal.

En el documento JP 01/144991 A se describe la purificacién del factor VIII:C o de un complejo factor VIII:C/FvW
mediante la adsorcién en un portador con un anticuerpo monoclonal, para lo cual el factor VIII:C o el complejo factor
VIII:C/FvW se liga con una baja concentracién de iones metdlicos y se eluye con una alta concentracién de iones
metalicos.

Todos estos complejos factor VIII/FvW del estado actual de la técnica tienen en comun el hecho de que, a pesar de
una alta concentracion y depuracidn de los preparados, no han sido capaces de proporcionar un preparado homogéneo
en lo que se refiere al FvW, en lo que respecta a su enlace en relacion con el factor VIII:C, y por lo tanto no existia
ningtin complejo factor VIII/FvW nativo con una alta actividad especifica.
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Por consiguiente, la presente invencién se plantea el problema de poner a disposicién una preparacién de factor
VIII/FvW que contenga un complejo factor VIII/FvW y que, en lo que se refiere a las propiedades de enlace del FvW
con respecto al factor VIII, presente una estructura uniforme y gracias a ello sea particularmente compatible o estable.

Segtin la invencidn, este problema se resuelve mediante el procedimiento descrito en las reivindicaciones 1-10 para
la produccién de una preparacién que contiene un complejo altamente purificado, formado por los componentes factor
VIII y factor von Willebrand, con una actividad especifica de como minimo 70, y preferentemente entre 100 y 300, U
de factor VIII:C/mg, que puede obtenerse purificando un material de partida que contiene los factores VIII:C y FvW
mediante cromatografia de afinidad, eluyéndose de modo fraccionado el complejo factor VIII:C y FvW, asi como el
factor VIII:C o el FvW no en complejo. En este proceso, el factor VIII:C o el factor von Willebrand en no complejo, o
sea excedente, se separa mediante cromatografia de inmunoafinidad, especialmente mediante elucién fraccionada, lo
que permite obtener el factor en forma de complejo y de no complejo en fracciones separadas.

Mediante la etapa de separacion segtin la invencién del factor VIII:C o del factor von Willebrand no complejo, se
separan de forma selectiva especialmente moléculas de factor von Willebrand con afinidad mermada con respecto al
factor VIII y, por primera vez, se obtiene un complejo factor VIII/FvW nativo y homogéneo que contiene una fraccién
de FvW definida en lo que se refiere a su afinidad con respecto al factor VIIL.

Sorprendentemente, el complejo obtenido segin la invencidn es estable en cromatografia de inmunoafinidad en un
medio caotrépico. Ni siquiera en un medio con una conductividad de hasta 30 mS, preferentemente de hasta 40 mS,
puede detectarse disociacién alguna del complejo. Asi pues, el complejo estable factor VIII y FvW puede eluirse y
obtenerse de la columna anti-FvW incluso con una fuerza idnica relativamente alta correspondiente a una solucién
doble o triplemente isoténica.

En el complejo obtenido segun la invencion, el FvW presenta preferentemente una actividad de enlace de coldgeno
en un rango de 0,2 a 0,6, en relacion con el antigeno de FvW (unidad de plasma/unidad de plasma).

El complejo obtenido segtin la invencion puede obtenerse preferentemente mediante la purificacion de un material
de partida que contenga los dos componentes, eluyéndose de forma fraccionada el complejo y el factor VIII:C o FvW
del portador de inmunoafinidad.

Los eluyentes pueden contener también concentraciones relativamente altas de agentes caotrdpicos o sales de
accidn caotrépica, ya que la cromatografia de inmumoafinidad se realiza preferentemente en anticuerpos que conservan
su afinidad o avidez con relacién al factor VIII o al FvW incluso en condiciones estrictas y el complejo factor VIII/FvW
obtenido permanece estable también bajo dichas condiciones.

Por ejemplo, se eligen anticuerpos que liguen el antigeno sin perjudicar las propiedades de enlace hasta una con-
centracién de NaSCN 1M o clorhidrato de guanidina 0,5M, o incluso de sulfato aménico saturado al 100%. En cada
caso un 50% del antigeno se liga hasta una concentraciéon de NaSCN 1,5M 6 de clorhidrato de guanidina 0,75M, de
etilenglicol al 80% o de urea 0,75M. Los anticuerpos utilizados para la cromatografia de inmunoafinidad son prefe-
rentemente anticuerpos fuertes que, en un ensayo de enlace, se ligan al antigeno inmovilizado también en disoluciones
diluidas a un méximo de 30 ng/ml, preferentemente un maximo de 15 ng/ml, lo que corresponde a una relacién anti-
cuerpo/antigeno de 1:5 a 1:20.

Debido a las excelentes propiedades del complejo obtenido segiin la invencién en lo que se refiere a su homoge-
neidad, especialmente en lo que respecta a las propiedades de enlace factor VIII del FvW obtenido, dicho complejo
es especialmente adecuado para la obtencién de preparaciones farmacéuticas para la administracion de factor VIII y/o
FvW. Se ha comprobado que es posible obtener este complejo en una concentracién como minimo 5.000 veces mayor,
preferentemente entre 7.100 y 21.400 veces mayor, que en el plasma. Por lo tanto, una forma de realizacién especial
de la presente invencidn es la produccion de una preparacion farmacéutica estable que contiene el complejo altamente
purificado en una concentracién como minimo 5.000 veces mayor, preferentemente entre 7.100 y 21.400 veces mayor,
que en el plasma, en la que el complejo presenta una gran fuerza de enlace de complejo y estd esencialmente libre
de FYW o factor VIII:C no complejo. De este modo se garantiza que no se perjudica al paciente debido a FvW exce-
dente y a otras proteinas, conservandose la actividad fisiol6gica del complejo factor VIII/FvW. Asi pues, el preparado
obtenido segun la invencidn se distingue por su extraordinaria aceptacion fisioldgica.

La ausencia de FvW y/o factor VIII:C no complejo significa que la preparacion farmacéutica presenta menos de
un 5%, preferentemente menos de un 1%, de FvW o factor VIII:C libre, con respecto al contenido total de proteina.
Se prefieren especialmente las preparaciones en las que no es posible detectar FvW:Ag o factor VIII:C no complejo.

La deteccion de FvW o factor VIII no complejo se realiza mediante recromatografia del complejo obtenido segin
la invencion en material de inmunoafinidad, para lo cual se carga dicho material con una determinada cantidad de FvW
o factor VIII libre, se adsorbe de nuevo el complejo y se eluye en la forma arriba indicada. El material obtenido tras
la recromatografia contiene la misma relacion factor VIII:C y FvW:Ag que el material de partida y, por lo tanto, no
presenta pérdidas relativas. Otro ensayo para la deteccion de factor VIII y FvW no ligado en complejo es el enlace del
complejo a anticuerpos de factor VIII:C o anticuerpos de FvW inmovilizados, no pudiendo detectarse tras la adsorcién
ninguna proporcién esencial, es decir menos de un 5%, de FvW o factor VIII:C no enlazado en el residuo.
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La preparacién farmacéutica obtenida segun la invencion se distingue por una gran fiabilidad en lo que se refiere a
su espectro de accidn, siendo el riesgo de descomposicion o activacién de factor VIII debido a la pequefia proporcién
de factor VIIIL:C libre o factor VIII:C facilmente disociable considerablemente menor con relacién a las preparaciones
de complejo de factor VIII:C/FvW ya conocidas.

Se sobrentiende que la preparacion farmacéutica que contiene el complejo obtenido segiin la invencién puede
presentar principios activos, sustancias tampdn, sustancias auxiliares o aditivos farmacéuticos adecuados, utilizados
para preparados factor VIII/FvW. Sin embargo, gracias a la excelente estabilidad del complejo factor VII/FvW, éste
permite también elaborar un preparado farmacéutico estable sin necesidad de utilizar adicionalmente los estabilizantes
usuales, tales como albimina, azicares, especialmente trealosa o sacarosa.

El preparado farmacéutico obtenido segin la invencién también es lo suficientemente estable en una solucién
con pH neutro como para poder proporcionarse en forma de preparado liquido o de preparado liquido congelado.
Tras la reconstitucién del preparado liofilizado correspondiente se observa también una composicién del complejo
practicamente invariable.

El técnico en la materia puede determinar también facilmente la dosis a administrar o las concentraciones del
complejo en el preparado de acuerdo con los regimenes de administracién conocidos en el estado actual de la técnica
para los preparados de factor VIII/FvW.

El factor VIII y/o FvW puede estar contenido en el preparado obtenido segiin la invencién en forma de proteina
nativa o de un derivado, por ejemplo en forma de proteina mutada mediante delecion, sustitucién o insercién o en
forma de derivado quimico o como fragmento, en tanto se mantenga la gran afinidad de enlace del factor VIII con
respecto al FvW en el complejo.

Un objeto de la presente invencidn es un procedimiento para la purificacién por cromatografia de inmunoafinidad
de un material de partida que contiene factor VIII:C y FvW, caracterizado por las siguientes etapas:

- puesta en contacto del material de partida con un material de cromatografia de inmunoafinidad,
- elucién del complejo factor VIII/FVW con un tampén de elucién y

- posterior elucién de factor VIII:C o FvW en no complejo con otro tampén de elucién que presenta una
concentracion o conductividad elevada con relacion al tampén de elucién anterior.

Mediante la elucién fraccionada selectiva de los factores en forma de no complejos del complejo se ha logrado
obtener por vez primera una preparacion de factor von Willebrand, o un complejo de factor VIII/FvW, uniforme en lo
que se refiere a una determinada fuerza de enlace.

Para la cromatografia de inmumoafinidad se emplean preferentemente anticuerpos dirigidos contra el FvW. De
este modo es posible ajustar aun mas el procedimiento de purificacién, cuyo objetivo esencial es el fraccionamiento
de distintas moléculas o unidades de FvW, a la distinta naturaleza de la molécula de von Willebrand.

De acuerdo con una forma de realizacion especial del procedimiento segiin la invencidn, se utilizan como anticuer-
pos anticuerpos monoclonales. Estos son preferibles a un antisuero policlonal en lo que respecta a su homogeneidad.

Un tamp6n de elucién preferente para el complejo obtenido segtin la invencién en la cromatografia de afinidad es
aquel que contiene un tiocianato y/o una sal de amonio, preferentemente en una concentracién no superior a 2M, y en
la mayoria de los casos preferentemente entre 0,05M y 1,5M. Este primer tampdn de elucidn contiene preferentemente
etilenglicol, glicerina o un polialquilenglicol.

El factor VIII:C o el FvW en no complejos se eluyen preferentemente con un tampén que contiene un agente
caotrépico, especialmente tiocianato, y/o sal de amonio, y/o sales alcalinas y/o etilenglicol, glicerina o un polialqui-
lenglicol y se obtienen también en forma de preparaciones homogéneas. El tampdén presenta una concentraciéon o
conductividad elevada en relacion con el primer tamp6n de elucidn, especialmente una concentracién o conductividad
mas de un 20% mayor, preferentemente mas de un 50% a un 100% mayor.

Con el procedimiento segin la invencién también se obtiene una preparacién de von Willebrand que presenta una
capacidad de enlace o de formacién de complejo reducida con respecto al factor VIII:C.

El complejo altamente purificado, pero también las preparaciones de factor VIII:C o FvW no complejo, pueden,
en caso dado, purificarse en mayor medida mediante etapas cromatograficas adicionales, preferentemente mediante
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia hidr6foba, cromatografia de
afinidad, especialmente en heparina inmovilizada, o cromatografia de iones metéalicos quelantes, y elaborarse de forma
ya conocida y adecuada para obtener preparados farmacéuticos o de diagndstico.
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Para la obtencion de preparados farmacéuticos es necesario, por regla general, prever un tratamiento para la inacti-
vacion o desenriquecimiento de virus, preferentemente un tratamiento térmico y/o un tratamiento fisico o quimico. En
los documentos EP-0 159 311, EP-0 519 901 y WO 94/13329 se describen procedimientos de tratamiento adecuados.
Dado que el complejo presenta una gran estabilidad, dicho tratamiento de inactivacidn virica se realiza preferentemente
en el complejo altamente purificado.

Segin una forma de realizacién preferente del procedimiento segin la invencidn, el material de partida se seleccio-
na del grupo compuesto por plasma, fracciones plasmadticas, por ejemplo crioprecipitados o precipitados alcohdlicos,
residuos de cultivos celulares o preparados farmacéuticos.

La invencion se explica més detalladamente en base a los ejemplos siguientes, a los que sin embargo no esti
limitada.

Ejemplo 1
(Actualmente, segtin la opinién del solicitante, el mejor modo de realizar la invencién reivindicada)

Se disuelven 500 gr de crioprecipitado en una disolucién tampén 1 + 4 a 30°C. Después se clarifica la solucién a
través de un filtro de 0,45 um (por ejemplo Millipore Durapore). Una columna llena con 0,5 1 de gel anti-FvW (firma
IMMUNOTECH, Francia) se prepara con aprox. 10 volimenes de columna (= VC) de equitampén y a continuacién
se aplica la solucién de crioprecipitado clarificada a 0,5 cm/min. Después se eliminan las impurezas no deseadas
mediante lavado con 5 a 10 VC de equitampdn (eventualmente con una concentracion elevada de NaCl > 250 mM),
a una velocidad de flujo de 1 cm/min. Acto seguido se eluye el complejo factor VIII/FvW con el tamp6n de elucion
1 en una relacién aproximada 1:1. La elucién con el tamp6n de elucién 2 proporciona FvW casi completamente libre
de factor VIII. La segunda etapa de elucién sirve al mismo tiempo para limpiar la columna, con lo que es posible
equilibrarla de nuevo inmediatamente después.

Disolucién tampén: Tris 7,5 mM
NaCl 60 mM
Lisina 100 mM
Acetato de Na 100 mM pH 6,8

25 U/ml de heparina

Equitampén: Tris 10 mM
NaCl 100 mM
Lisina 100 mM

CaCl, 3,25 mM pH 6,8

Tampodn de elucién 1: Tris 10 mM
Glicina 100 mM
NaCl 250 mM
AMS 300 mM
CaCl, 3 mM

Etilenglicol al 40% pH 6,5
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Tamp6n de elucion 2: Tris 10 mM
Glicina 100 mM
NaCl 1,25 M
NaSCN 1,25 M
CaCl, 3 mM

Etilenglicol al 40% pH 7,0

Resultados

Ensayo U/mi % U/mg | U/ml % U/mg | FVII:C | Colag.
Rend. Rend. B
FVINI.C FVII:C| FYW FVW | Resp. a
Fvill:C FvW FW | 6 FW
Inicio 11,0 100,0%| 04 | 16,3 1000%| 06 | 1:1,48 0,7
FVIWFW | 12,7 50,9% | 133,7 | 147 39,8% 1:1,16 0,3
FvW 0,2 0,5% 23,4 37,2% | 2364 0,7

Ejemplo 2

Se descongela 1 1 de plasma congelado a una T>25°C y después se diluye 1 + 2 con equitamp6én. La solucién se
clarifica a través de un filtro de 0,45 um. Una columna llena con 50 ml de gel anti-FvW (firma IMMUNQOTECH) se
prepara con aprox. 5 VC de equitampdn y a continuacion se aplica la solucion de plasma clarificada con un flujo de
1 cm/min. Las impurezas no deseadas se eliminan mediante lavado con 10 a 20 VC de equitamp6n + NaCl 250 mM.
La primera elucién proporciona complejo factor VIII/FvW; la segunda elucion FvW libre de actividad de factor VIII.
Inmediatamente después puede equilibrarse la columna de nuevo.

Equitampdn: 5 gr/l de citrato de Na

2 U/ml de heparina pH 7.0
Tampoén de elucién 1: 5 gr/l de citrato de Na

30 gr/l de AMS

20 gr/l de NaSCN

75 gr/l de histidina
5 gr/l de NaCl

0,4 gr/l de CaCl, pH 7.0
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5 gr/l de citrato de Na

50 gr/l de AMS

50 gr/l de NaSCN

75 gr/l de histidina

25 gr/l de NaCl

0,4 gr/l1 de CaCl, pH 7,0
Resultados

Ensayo U/ml % U/mg | U/ml % U/mg | FVIII.C | Colag.

Rend. Rend. B

FVII.C FVIIl | FYW FuW FVW | resp.a

FVIII.C FYW | 6 FW
Inicio 0,3 100,0%| 0,01 | 0,3 100,0% | 0,01 1:1 1,0
FVIWFW | 24  33,3% [42,86]| 1,8 24,3% 1:0,75 0,5
FVW 0,0 0,2% 45 76,0% |112,50 0,8
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la purificacién por cromatografia de inmunoafinidad de un material de partida que contiene
factor VIII:C y factor von Willebrand (FvW), caracterizado por las siguientes etapas:

- puesta en contacto del material de partida con un material de cromatografia de inmunoafinidad,
- elucién del complejo factor VIII/FvW con un tampén de elucién y

- posterior elucién de factor VIII:C o FvW no complejo con otro tampdn de elucién que presenta una con-
centracién o conductividad elevada con relacién al tampén de elucién anterior.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracterizado porque para la cromatografia de inmunoafinidad se
emplean anticuerpos dirigidos contra el FvW.

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque como anticuerpos se emplean anticuerpos
monoclonales.

4. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se emplean anticuerpos de alta
afinidad con respecto al FvW, que pueden ligar el FvW también en un medio con tiocianato 1M.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el complejo altamente purificado
se eluye con un tampdén que contiene un tiocianato y/o una sal de amonio, preferentemente en una concentracién
maxima de 2M, especialmente entre 0,05M - 1,5M.

6. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el complejo altamente purificado
se eluye con un tampdn que contiene etilenglicol, glicerina o un polialquilenglicol.

7. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se eluye y obtiene factor VIII:C
o FvW con un tampdn que contiene un agente caotrépico, especialmente tiocianato y/o sal de amonio, y/o sales
alcalinas y/o glicoles, como etilenglicol, glicerina o un polialquilenglicol, presentando el tampdn una concentracién o
conductividad elevada con relacién al tampdn de la reivindicacién 5 6 6.

8. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el complejo altamente purificado
se purifica mediante etapas cromatograficas adicionales, preferentemente cromatografia de intercambio iénico, cro-
matografia de filtracién en gel, cromatografia hidréfoba, cromatografia de afinidad o cromatografia de iones metélicos
quelantes.

9. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque se prevé una etapa de tratamiento
para la inactivacion o el desenriquecimiento viral, preferentemente un tratamiento térmico, que preferentemente se
realiza en el complejo altamente purificado.

10. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque como material de partida se
utiliza un miembro del grupo compuesto por plasma, una fraccién plasmdtica, un residuo de cultivo celular y un
preparado farmacéutico.
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