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DESCRIPCION

Procedimiento de purificacién a gran escala de globulina Ge, producto obtenido por el mismo y su uso en medicina.
Campo de la invencion

La presente invencion presenta un procedimiento a gran escala para purificar Globulina Gc que comprende tres o
menos etapas cromatograficas sobre matrices de cambio de iones y una o mds etapas validadas de reduccién de virus.
El uso de globulina Gc para preparar una medicina y en diagramas.

Introduccion

La globulina Gc (también denominada proteina de unién a vitamina D) es una proteina plasmdtica con una con-
centracién en plasma humano de aproximadamente 300-350 mg/l (Haddad, 1995).

La sintesis diaria de globulina GTc se ha determinado que es de 10 mg/kilo de peso corporal y el pool cambiable
de globulina Gc se ha estimado que es de 2,9 g (80 kg de peso corporal) (Kawakami et al., 1981). Esto proporciona
una semivida estimada para la globulina Gc de aproximadamente 2 dia. La globulina Gc tiene una masa molecular de
aproximadamente 51 kDa y se ha determinado la estructura completa de globulina Gc (Cooke y David, 1985).

La globulina Gc es una proteina de unién a actina (Baelen et al., 1980) y es una parte del sistema limpiador de
actina plasmadtica (Lee y Galbraith, 1992). El sistema limpiador de actina plasmadtica consiste en gelsolina, que disocia
la actina f polimérica de subunidades monoméricas de actina G y globulina Gc que secuestra la actina G y la elimina
de la circulacion.

La actina es una proteina citoesquelética, que se puede liberar en la circulacion al producirse dafio celular en afec-
ciones como intoxicaciones (por ejemplo, hepdticas), inflamaciones (por ejemplo choque séptico), y lesién de tejidos
fisicos (por ejemplo lesiones de trifico). Se ha demostrado que la infusién de actina causa la formacién de trombos
en las ratas, un efecto que podria prevenirse por preincubacién de actina con globulina Ge (Haddad et al., 1990). En
ausencia de suficiente globulina Gc la coagulacién inducida por actina puede conducir a posteriores complicaciones
circulatorias y fallo multiorgénico.

Se ha mostrado que en las ratas la actina inyectada forma complejos con globulina Ge y que se elimina principal-
mente por el higado con los complejos de actina-globulina Gc que se elimina m4ds rdpidamente que la propia actina
(Harper et al., 1987, Dueland et al., 1991).

Se ha mostrado que los niveles de plasma de globulina Gc se reducen en pacientes con cirrosis hepatica (Barra-
ary et al., 1978, Walsh y Hadad, 1982, Bouillon ef al., 1984, Masuda et al., 1989) necrosis hepdtica (Lee ef al., 1985,
Goldschmidt-Clermont et al., 1988), intoxicacion hepdtica por acetaminofeno hepatica (paracetamol) (Lee et al., 1995,
Schiod et al., 1995), y choque séptico (Lee et al., 1989). Los niveles reducidos de globulina Gc y los niveles aumen-
tados de los complejos de globulina Ge-actina se pueden correlacionar con el indice de supervivencia en pacientes
con fallo hepatico fulminante (Goldschmidt-Clermont et al., 1988, Lee et al., 1996, 1997, Wians et al., 1997) trauma
miultiple (Dahl et al., 1998), y choque séptico (Lee et al., 1989). En un modelo de hamster de necrosis hepdtico ful-
minante inducida por acetaminofeno el nivel reducido de globulina Gc y el nivel aumentado de complejos de actina-
globulina Ge se correlacionaron con la gravedad de la enfermedad (Lee et al., 1987, Young et al., 1987). Se han hecho
observaciones similares en ratas con choque séptico inducido experimentalmente (Watt et al., 1989).

La globulina Gc no se ha usado previamente en medicina, pero Yamamoto (1994) ha mostrado que un derivado la
globulina Gc tratada con S-galactosidasa y sialidasa, genera un potente factor de activacion de macréfagos y en Yama-
moto (1996) se describe una globulina Gc recombinante que se convierte en este factor de activacion de macréfagos.

La purificacién de globulina Gc a partir de plasma o suero humano la han descrito previamente Cleve et al.,
(1963), Heide y Haupt (1964), Roelcke y Helmbold (1967), Bouillon et al., (1976), Haddad y Walgate (1976), Svasti
y Bowman (1978), Chapuis-Cellier et al., (1982), Haddad et al., (1984), Torres et al., (1985), Link et al., (1986),
Miribel et al., (1986), Taylos et al., (1986) y Swamy et al., (1995). Estas purificaciones lo han sido todas a un nivel
analitico y no son apropiadas para produccion a gran escala. Por ejemplo Chapuis-Cellier et al., (1982) describi6
un procedimiento de purificacién para un fenotipo de globulina Gc (Gel-1) por cromatografia de pseudoafinidad de
ligando seguida de cromatografia de gelfiltracién y de intercambio i6nico a partir de 80 ml de plasma humano, donde
todo el procedimiento no es apropiado para produccion a gran escala. Torres et al., (1985) describe un procedimiento
de purificacién analitica para la globulina Ge a partir de suero de un paciente con soriasis usando una cromatografia
de desplazamiento de intercambio i6nico en dos etapas seguida por la eliminacién del carboximetildextrano y la
posterior purificacién sobre una columna de hidroxiapatita. Roelcke y Helmbold (1967) describen un procedimiento
de purificacién analitica para globulina Gc constituido por tres etapas de cromatografia en columna sobre la misma
matriz; hidroxiapatita.

Se han usado la cromatografia de afinidad sobre vitamina D (Link ez al., 1986, Swamy et al., 1995) o las columnas
de actina (Haddad et al., 1984), o procedimientos extensos que incluyen mdltiples etapas cromatogréficas en columna.
Por ejemplo, Cleve et al., (1963) usé precipitacion de sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico sobre
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celulosa TEAE en tampdn fosfato a pH de 7,2, electroforesis preparativa de gel de almidén y cromatografia de ex-
clusién de exclusién de tamafio sobre Sepharex G-100 para obtener 23 mg de globulina Ge a partir de 11 plasmas
humanos. Heide y Haupt (1964) usaron miiltiples precipitaciones de sulfato de amonio electroforesis de gel de almi-
dén y cromatografia de exclusion de tamafio para purificar la globulina Ge a partir de la fraccién IV de plasma humano
precipitado en rivanol Bouillon et al., (1976) usé globulina radio marcada con vitamina D radiactiva para poder seguir-
la durante la purificacion y la seleccion de las fracciones usando cromatografia de DEAE celulosa, precipitacion de
sulfato de amonio, cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de celulosa CM, cromatografia DEAE Sephadex,
cromatografia repetida de hidroxiapatita, cromatografia de exclusion de tamafio de biogel, y cromatografia de DEAE
Sephadex repetida para obtener 5,2 mg de globulina Gc a partir de 400 ml de suero humano. Haddad y Walgate (1976)
también usaron la radiomarcacién con vitamina D para seguir la globulina Gec durante la purificacién de la fraccién
IV de Cohn. El procedimiento consisti6é en cromatografia de DEAE celulosa, cromatografia de exclusiéon de tamafio
sobre Sephadex G200, cromatografia de DEAE Sephadex y electroforesis preparativa de gel de poliacrilamida. Svasti
y Bowman (1978) también usaron la radiomarcacién con vitamina D para seleccionar fracciones para una posterior
purificacién y emplearon cromatografia de DEAE Sephadex a pH de 8,3, cromatografia de DEAE celulosa a pH de
8,8 y cromatografia de exclusion de tamafio de Sephadex G-100 para obtener cantidades analiticas de globulina Gc.
Chapuis-Cellier et al., (1982) usaron cromatografia sobre azul de Affigel, cromatografia de exclusién de tamafio de
Sephadex G-100, y cromatografia azul de DEAE-Affigel para obtener pequefias cantidades de globulina Ge a partir de
plasma. Miribl et al., (1986) usaron cromatografia secuencia sobre colorantes inmovilizados de triacina (Cibacron de
cibacron 3-GA seguido por azul de DEADE affigel y finalmente verde de Fractogel TSK-AG) para purificar cantidades
analiticas de globulina Gc. Taylor et al., (1986) usaron precipitacion de sulfato de amonio, cromatografia de sefarosa
azul, HPLC de DEAE-Sephacel seguida por HPLC de DEAE 5PW vy finalmente HLPC de exclusién de tamafio para
purificar cantidades en miligramos de globulina Gc. en este procedimiento también se us6 la radiomarcacién vitamina
D para detectar globulina Ge.

En el documento WO97/28688 se describe la purificacion de proteinas intracelulares de unién a vitamina D (IDBP;
que son diferentes de la globulina Gc extracelular) que se usan para tratar pacientes con sobre o subproduccién de
vitamina D u otras hormonas esteroideas. Las IDBP se purifican usando cromatografia de intercambio anidénico, cro-
matografia de interaccidn hidr6foba y cromatografia de hidroxiapatita.

De este modo, existe una necesidad de un procedimiento mejorado de purificacién a gran escala para producir
globulina Gc y un producto medicinal de globulina Ge. En este paciente se describe un simple procedimiento de
purificacién preparativa para globulina Gc a partir de la fraccién IV de plasma humano precipitado en etanol. El
procedimiento proporciona grandes rendimientos y globulina de gran pureza. Ademads, el procedimiento conduce a
una solucién de globulina Gce a salvo de virus, que estd lista para su uso como producto medicinal para administracién
intravenosa.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de purificacién para produccion a gran escala de globu-
lina Gce. La fuente de globulina Gc es preferiblemente una fraccion plasmaética bruta pero puede ser cualquier solucion,
suspension o sobrenadante que contenga globulina Gc, por ejemplo un producto lacteo, calostro o un caldo de fermen-
tacion. La globulina Ge puede ser producida o derivada a partir e plasma por un organismo genéticamente modificado.
El procedimiento de la invencién incluye dos elementos clave: la purificacién por una serie de etapas de cromatografia
de intercambio i6nico, y la realizacién de al menos dios etapas de reduccién viral. La presente invencién también
presenta el uso de globulina Ge en medicina y en diagramas.

Descripcion detalla de la invenciéon

La globulina Gce se puede purificar a partir de una gran gama de materiales de partida que contienen globulina Gc.
en una realizacion, el material de partida para el procedimiento de la invencién es un sobrenadante o una suspension
de células rotas de un cultivo de células bacterianas, fingicas de levadura o de mamifero que produce globulina Gc,
comprendiendo dicho cultivo celular células que codifican la globulina Gec de mamifero (por ejemplo el ser humano).
El cultivo celular que expresa globulina Gc se cultiva en un medio que proporciona al cultivo celular nutrientes nece-
sarios con o sin suero afiadido al medio de cultivo. En otra realizacién, la globulina Gc se purifica a partir de leche
y/o calostro de una globulina Gec humana de expresién de mamifero. En una realizacién, el mamifero es un animal no
humano transgénico.

En una realizacion preferida de la invencidn, el material de partida para el procedimiento de la invencién es plasma
bruto, una fraccién plasmdtica cromatograficamente purificada, una fraccién plasmética obtenida por precipitacién
de sulfato de amonio, polietilenglicol o dcido caprilico, o una fraccién de proteina plasmdtica bruta obtenible por
procedimiento de fraccionamiento de etanol a escala industrial, tales como la fraccién I, II, IIT mds IV de Cohn, la
fraccion II, III més IV de Cohn, o la fraccién III méas IV de Cohn. En una realizacion preferida, la fraccion de proteina
plasmatica es la fraccién IV de Cohn, donde el coadyuvante de filtracién puede o no estar presente dependiendo del
procedimiento empleado para el aislamiento de la fraccion de Cohn, es decir, por filtracion o centrifugacion.

Cada uno de los materiales de partida puede requerir unas cuantas etapas de procesamiento para obtener una
solucién que contiene globulina Ge, que es una mezcla de proteinas, donde la globulina Ge¢ puede constituir menos
del 1% de las proteinas totales de los materiales de partida.
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La purificacién mediante la presente invencion da como resultado glubulina Ge purificada a un grado muy elevado,
es decir mds de 100 veces a partir del material de partida. También es aceptable una purificacién de 25, 30, 40, 50 o
75 veces. La purificacién a un menor grado es especialmente aceptable cuando se usan mezclas de proteinas menos
complejas como material de partida. Es decir, si la globulia Ge constituye mds del 1% del contenido total de proteina.

La purificacién se lleva a cabo haciendo pasar dicha solucién de proteina a través de una serie de columnas de
intercambio idnico usando condiciones de pH, temperatura y resistencia i6nica que garantizan que la globulina Gc o
bien se unird a las columnas, de la cual se puede posteriormente eluir, o se desliga a través de la columna mientras
otras protefnas contaminantes son retenidas unidas a la columna, de la cual se puede posteriormente eluir.

Las columnas usadas son matrices de intercambio i6nico que tienen o bien propiedades de intercambio aniénico o
propiedades de intercambio catiénico. Las matrices de intercambio iénico se pueden seleccionar a partir de una lista de
matrices comercialmente disponibles que tienen una o mds de las siguientes entidades quimicas adjuntas, los grupos
dietilaminoetilo (DEAE), aminoetilo cuaternario (QAE), amonio cuaternario (Q), carboximetilo (CM), sulfopropilo
(SP), sulfonilo (S). Las matrices comercialmente disponibles estdn basadas en agarosa, dextrano, acrilamida, silice,
materiales cerdmicos, y otros materiales, e incluyen DEAE celulosa, DEAE sefarosa, QAE celulosa, QAE sefarosa, Q
sefarosa, S sefarosa, SP sefarosa, Q sefarosa, S sefarosa, SP sefarosa, CM celulosa, CM sefarosa y otros varios.

El nimero de columnas de intercambio i6nico y el orden de estos pueden variar dependiendo del material de
partida.

En una realizacién preferida. la solucién de globulina Ge en primer lugar se cromatografia sobre una columna
de intercambio anidnico, a continuacién una columna de intercambio catidénico, y posteriormente una columna de
intercambio anidnico. Preferiblemente, las columnas se limpian antes y después de su uso con 0,5 M de NaOH para
garantizar las condiciones asépticas de produccién y evitar la contaminacién lote a lote.

Después de la aplicacién de la solucién que contiene globulina Ge a una matriz, se lava la columna. Los tampones
usados para lavar no son tampones desnaturalizantes que tienen una composicién, pH, y fuerza iénica como conse-
cuencia de la eliminacién de una proporcién de contaminantes de proteina sin elucién sustancial de globulina Gc o
como consecuencia de la recuperacién de globulina Gc no ligada mientras permanece una proporcién principal de
proteinas contaminantes unidas a la columna.

El pH y la composicién de los tampones se eligen a partir del conocimiento del punto isoeléctrico y el peso mole-
cular de la globulina Gc y las proteinas contaminantes. Este conocimiento se puede obtener por enfoque isoeléctrico,
electroforesis capilar, electroforesis de gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) espectrome-
tria de masa, o una combinacién de éstas, tales como la electroforesis de gel bidimensional. El tampén puede ser un
tampon tris, un tampon fosfato o cualquier otro tampén con una capacidad de tamponamiento apropiada, como lo
conoceran los expertos en la técnica.

Las etapas cromatograficas del procedimiento de la presente invencidn tienen diversas ventajas. Estas comprende,
pero no se limita a: simplicidad, robustez, un alto grado de purificacidn, una gran recuperacién/rendimiento, elimina-
cién de virus, concentracién por reduccién de volumen.

Un elemento clave en el presente procedimiento es la eficacia de al menos dos etapas de reduccidn viral, que se
pueden validar. Cuando se habla de etapas de reduccién viral, se ha de entender que una etapa de reduccién viral
puede bien ser una etapa de eliminacién de virus y/o una etapa de inactivacidn de virus. Se pueden incluir al menos
dos etapas de eliminacién de virus y/o etapas de inactivacion de virus en el presente procedimiento.

El procedimiento preferido para la produccién de globulina Gc a partir de una fraccién de protefnas plasmaticas
que contienen globulina Gc bruta contiene las etapas subrayadas a continuacioén:

Etapa A) Preparar una suspension acuosa a partir de una fraccion de proteinas que contienen globulina Gc bruta
precipitada en etanol a temperatura y pH sustancialmente no desnaturalizantes

El término “sustancialmente no desnaturalizante” implica que la condicién a la cual se refiere el término no causa
una pérdida sustancial e irreversible de actividad funcional de las moléculas de globulina Gc, por ejemplo pérdida de
actividad de unién a actina, como se puede determinar por ejemplo por un ensayo de inmunoelectroforesis cruzada,
un ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética, un ensayo de unién a fase sélida, o un ensayo de unién a
fase en solucién. Ventajosamente, la fraccion de proteinas plasmaticas se suspenden en agua tamponada con al menos
un sistema tampoén no desnaturalizante a volimenes de 5 a 10, preferiblemente de 8 a 12, veces el de la fraccién
de proteinas plasmaticas. El pH de la suspensién que contienen globulina Gc se mantiene dentro de un pH de 4-10,
tal como dentro del intervalo 3,0 a 9,0, preferiblemente 7,5 a 8,5, mds preferiblemente aproximadamente 8,0, para
garantizar la solubilidad 6ptima de la solucién de globulina Gc y para garantizar las condiciones compatibles con
las condiciones elegidas para la posterior etapa de intercambio i6nico. Se puede usar cualquier tampén apropiado,
como lo conocerdn los expertos en la técnica, pero el sistema tampdén contiene preferiblemente al menos uno de
los siguientes tampones y bases: sodio, dihidrégeno fosfatodisodio hidrégeno fosfato, tris(hidroximetil)Jaminometano,
trisclorhidrato, NaOH.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 305 272 T3

Los expertos en la técnica apreciardn que se pueden usar otros numerosos tampones. La suspension que contiene
globulina Gc se mantiene preferiblemente a temperatura ambiente fria hasta la primera etapa de intercambio i6nico,
para prevenir la sustancial desnaturalizacién de proteinas y para minimizar la actividad de proteasa. La suspensioén que
contiene globulina Ge y agua asi como el sistema tampon afiadido tienen preferiblemente la misma temperatura dentro
del intervalo de 0-12°C, preferiblemente 2-10°C, mds preferiblemente 3-8°C. La suspension de pasta precipitada en
etanol contiene grandes cantidades de material de proteinas agregadas. Opcionalmente, la suspensién que contiene
globulina G se filtra para eliminar grandes agregados, el coadyuvante de filtracidn, si estuviese presente, y la pasta no
disuelta residual. La filtracién se lleva a cabo preferiblemente mediante filtro de profundidad, por ejemplo C150 AF,
AF 2000 o AF 100 (Schenk), 30LA, SOLA o 90LKA (Cuno o filtros similares, y filtro Delipid (Cuno) montado en un
filtro de prensa y alojamientos de filtro. La eliminacién de agregados, el coadyuvante de filtro, si estuviese presente,
y material residual de proteinas no disueltas se podria llevar a cabo por centrifugacién. Preferiblemente, se usa un
centrifugado de corriente paralela (por ejemplo Westfalia). La suspension filtrada y clarificada contiene globulina Gc
como componente menor a una concentracion relativamente baja, por ejemplo 0,5-3% de proteina total.

Opcionalmente, la solucién clarificada y recuperada que contiene globulina Gc se concentra 4 a 6 veces, lo cual
se puede llevar a cabo por un procedimiento de ultrafiltracién. Las membranas empleadas para la ultrafiltracion tienen
ventajosamente un corte de peso nominal entro del intervalo de 10.000 a 50.000 Da. Un tipo de membrana preferida
para el presente procedimiento es una membrana de polisulfona con corte de peso nominal de 30.000 Da, obtenida a
partir de Sartorius o Milllipore. Se pueden emplear otras membranas de ultrafiltracién de material y porosidad compa-
rables. La ultrafiltracién puede ir seguida ventajosamente por diafiltracién para intercambiar el tamp6n, consiguiente
de este modo una ultra/diafiltracion. El término “ultra/diafiltracién” significa que la concentracién y la didlisis por
ultrafiltracion y diafiltracion, respectivamente se lleva a cabo en una sola etapa. Se contempla que la diafiltraciéon y la
ultrafiltracién se puedan llevar a cabo en dos etapas separadas. Sin embargo, para prevenir la pérdida innecesaria de
producto, se prefiere actualmente llevar a cabo la didlisis y la concentracién por los procedimientos de diafiltracion y
ultrafiltracién en una etapa. Opcionalmente, la solucién que contiene globulina Ge concentrada se filtra en profundidad
para eliminar las particulas y agregados grandes formados por el uso de filtros 90 LA y/o SOLA. (Cuno).

Etapa B) Cromatografia de intercambio ionico de la suspension acuosa de globulina Gc

La solucién que contiene globulina Ge concentrada y opcionalmente filtrada se somete a al menos dos etapas,
pero opcionalmente tres etapas de cromatografia de intercambio anidnico y catiénico para eliminar una proporcién
sustancial de los contaminantes de globulina Gc, por ejemplo albumina, antitripsina y otras protefnas nativas y desna-
turalizadas. En una realizacion preferida, la solucién de globulina Gc concentrada y opcionalmente filtrada se aplica a
una resina de intercambio anidnico envasada en una columna de dimensiones apropiadas, y la fraccién que contiene
globulina Ge se eluye a partir de la resina de intercambio aniénico se aplica a una resina de intercambio catiénico
envasada en una columna de dimensiones apropiadas, y la fraccion de lujo que contiene globulina Gc de la resina de
intercambio catidnico se ha de cargar sobre otra resina de intercambio anidnica envasada en una columna apropiada
de dimensiones apropiadas.

Cuando se lleva a cabo la primera cromatografia de intercambio i6énico en el procedimiento de purificacién de
globulina Gc, se prefiere que las condiciones de aplicacion, por ejemplo el pH y la fuerza iénica, se elijan de tal
manera que una porcion principal de los contaminantes, aproximadamente el 40% (por ejemplo agregados y proteinas
no Gc) en la solucién aplicada pase por la columna para no ser absorbidos o solamente ser ligeramente retenidos
para ser eliminados en la fraccién de flujo y/o lavado, y sustancialmente toda la globulina Gc se une a la resina de
intercambio anidnico junto con el resto de los contaminantes de proteinas. Las condiciones preferidas de elucién se
eligen para dar como resultado la elucion de las moléculas de globulina Gc retenidas por la resina con una recuperacién
casi total (94-100%) y una coelucion de una porcién menor de los contaminantes de proteinas tal como el 20% unida
a la resina de intercambio aniénico.

Las condiciones preferidas elegidas par la eficacia de la posterior etapa de intercambio i6nico, por ejemplo cro-
matografia de intercambio catiénico, dan como resultado la unién de la mayoria de las moléculas de globulina no
Gc presentes en la solucién cargada en la resina de intercambio i6nico, con la recogida de la globulina Gc con recu-
peracion casi total (90-100%) en la fraccién de flujo, con globulina Ge que se constituye a partir del 40 al 80° de 1
contenido total de proteinas. De este modo, se eliminan los contaminantes de proteinas del material aplicado para ser
eluidos de la resina de intercambio catiénico durante la posterior limpieza de la columna. Para alcanzar estas condicio-
nes, la fraccién que contiene globulina Gc eluida de la resina de intercambio aniénico se somete a un procedimiento
de ultra/diafiltracién. De este modo, la fraccién que contiene globulina Ge se concentra de 3,5 a 5 veces y el tampén
se intercambia por eluado para el equilibrio de la columna de intercambio catiénico. Las membranas empleadas para
la ultrafiltracién tienen ventajosamente un corte de peso nominal dentro del intervalo de 10.000 a 50.000 Da, Un tipo
de membrana preferida para el presente procedimiento es una membrana de polisulfona con corte de peso nominal de
30.000 Da, obtenida a partir de Sartorius o Milllipore.

Etapa C) Deteccion de virus

La inactivacion de virus por el tratamiento de disolvente/detergente (S/D) se lleva a cabo preferiblemente sobre
la fraccién de flujo que contiene globulina Gc recuperada de la resina de intercambio catiénico después de la filtra-
cion a través de un filtro de 0,45 m (por ejemplo Sartorius o Pall). Después del tratamiento S/D durante al menos 6
horas la fraccién de flujo que contiene globulina Ge se diluye ventajosamente con una cantidad apropiada de tampén
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compatible con las condiciones de equilibrio, por ejemplo el pH y la fuerza iénica elegidas para la dltima etapa de
cromatografia, la cromatografia de intercambio aniénico. En una realizacion preferida, la solucién que contiene glo-
bulina Gc tratada con S/D y opcionalmente diluida se aplica a una resina de intercambio anidnico envasada en una
columna de dimensiones apropiadas para retener globulina Gc sobre la columna y eliminar por completo el detergente
y el disolvente. La fraccién que contiene globulina Gc que se ha de eluir a partir de la resina de intercambio aniénico
con una recuperacion elevada (65-85%) es de gran pureza. Es decir, que la globulina Gc constituye entre el 80 y el
90% del contenido total de proteinas.

Aungque la realizacién preferida en el procedimiento de la presente invencidn incluye tres etapas de intercambio
i6nico, ventajosamente una cromatografia de intercambio aniénico seguida de un intercambio catiénico y finalmente
otra cromatografia de intercambio anidnico, se contempla que también es posible llevar a cabo las etapas de inter-
cambio i6nico en el procedimiento de manera diferente. En lugar de llevar a cabo las etapas de intercambio iénico en
columnas envasadas con la resina de eleccidn, las etapas de intercambio i6nico se pueden llevar a cabo como absor-
cion de proteina por lotes, afiadiendo la resina de eleccién a la solucién que contiene globulina Ge, como lo sabran los
expertos en la técnica de la purificacion de proteinas.

Por diversas razones se prefiere llevar a cabo la cromatografia de intercambio anidnico antes de la etapa de cro-
matografia de intercambio catiénico. En primer lugar, el tampdn para la extraccién puede tener la misma composicién
que el tampodn de equilibrado para la etapa de cromatografia anidnica, lo cual significa que no es necesario el cam-
bio de tampdn. En segundo lugar, la pureza de la fraccion que contiene globulina Gc obtenida por cromatografia de
intercambio aniénico hace que sea posible obtener un aumento pronunciado en pureza utilizando una posterior cro-
matografia de intercambio catiénico. Dejar que una cromatografia de intercambio anidnico sea la etapa posterior a
la cromatografia de intercambio catiénico y la etapa de tratamiento S/D tiene diversas ventajas. En primer lugar, no
hay necesidad de una etapa intermedia de un intercambio de tampén. El ajuste de pH y fuerza idnica es suficiente. En
segundo lugar, la retencion de globulina Ge aplicada a la columna tiene dos ventajas: la eliminacién de los productos
quimicos S/D y una posterior purificacion de la globulina Gc por la siguiente elucién de la columna. Intercambiar el
orden de las etapas de cromatografias conduciria a un procedimiento méas laborioso comparado con mantener el orden
de las etapas de cromatografia iénico propuesto en el procedimiento de la presente invencion.

Como lo conocen los expertos en la técnica, los intercambiadores de iones se pueden basar en diversos materiales
respecto de la matriz asi como de los grupos cargados anexos. Por ejemplo, se pueden usar las siguientes matrices:
en las cuales, los materiales mencionados pueden estar mds o menos reticulados: basados en agarosa (como Sepha-
rose CL-6B®, Sepharose Fast Flow® @3' Sepharose Performance®) basados en celulosa (como DEAE Sepharose®),
basados en dextrano (como Sephadex®), basados en silice y basados en polimeros sintéticos. Para la resina de inter-
cambio aniénico, los grupos cargados que se fijan covalentemente a la matriz pueden ser por ejemplo dietilaminoetilo
(DEAE), aminoetilo cuaternario (QAE), y/o amonio cuaternario (Q). Para la resina de intercambio catiénico, los gru-
pos cargados que se fijan covalentemente a la matriz pueden ser, por ejemplo carboximetilo (CM), sulfopropilo (SP)
y/o metilsulfonato (S). En una realizacién preferida del presente procedimiento, la resina de intercambio aniénico em-
pleada es Q Sepharose Fast Flow, pero se puede usar otra resina de intercambio aniénico. Una resina de intercambio
anioénico preferida es CM Sepharose Fast Flow, pero se pueden usar otros intercambiadores catiénicos.

El volumen apropiado de resina usado cuando se envasa en una columna de cromatografia de intercambio idnico,
reflejado por las dimensiones de la columna, es decir, el didmetro de la columna y la altura de la resina, varia de-
pendiendo por ejemplo de la cantidad de contaminantes de globulina Gec y de proteinas en la solucién aplicada y la
capacidad de unién de la resina usada.

Antes de llevar a cabo una cromatografia de intercambio i6nico, la resina de intercambio i6nico se equilibra pre-
feriblemente con un tampén que permite que la resina se una a sus contraiones. Preferiblemente, las resinas de in-
tercambio aniénico se equilibran con un tampén que permite la unién 6ptima de la globulfiina Gc cargada sobre la
columna. Preferiblemente, la resina de intermabio catiénico se equilibra con un tampdén que permite la unién optima
de los contaminantes de proteinas presentes en la solucién de globulina Gc aplicada sin retener la globulina Ge.

Si, por ejemplo, la resina de intercambio aniénico eligida para la primera etapa es Q Sepharose FF, entonces la
columna se equilibra ventajosamente con un tampoén no desnaturalizante neutro a basico que tiene aproximadamente
el mismo pH y fuerza iénica que la solucién de globulina Gec que se ha de cargar. Cualesquiera de una variedad de
tampones son apropiados para el equilibrado de la columna de intercambio i6nico, por ejemplo fosfato de sodio o tris
(hidroximetil)aminometano. Los expertos en la técnica apreciardn que se pueden usar otros numerosos tampones para
el equilibrado siempre que el pH y la conductividad sean aproximadamente iguales que para la solucién que contiene
globulina Ge aplicada. Un tampén preferido para el equilibrado de la columna de intercambio aniénico es un tampén
tris que tiene una concentracion tris dentro del intervalo de 5-60 mM, tal como dentro del intervalo de 10-30 mM,
preferiblemente aproximadamente entre 20 y 25 mM. Al tamp6n se le afiade ventajosamente una sal, tal como cloruro
de sodio en una cantidad que da una concentracioén dentro del intervalo de 10-60 mM preferiblemente aproximada-
mente entre 40 y 45 mM. Se prefiere que el pH del tampon tirs usado para el equilibrado esté dentro de I intervalo
de 7,0 a 9,0, tal como dentro del intervalo de 7,5 a 8,0, preferiblemente aproximadamente 8,0. La conductividad estd
preferiblemente dentro del intervalo de 3 a 8 ms/cm, mds preferiblemente aproximadamente 5,3 ms/cm. Los tampones
tris se pueden preparar a partir de tris(thidroximetil)aminometano y/o clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano,
cloruro de sodio y HC1 o NaOH.
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Antes de cargar la solucién que contiene globulina Gc clarificada y opcionalmente filtrada sobre la columna de in-
tercambio anidnico, se ajusta preferiblemente la concentracion de tampdn y el pH de dicha solucién, si fuese necesario,
a valores sustancialmente equivalentes a la concentracion y el pH del tamp6n de equilibrado empleado.

Después de cargar la solucién que contiene globulina Ge sobre la columna se prefiere lavar con 5-10 volimenes de
columna tal como 7-8 volimenes de columna de un tamp6n de lavado para eliminar los contaminantes de proteinas de
la resina con el tampdn de lavado que tiene un pH y una fuerza iénica suficientes para eluir una parte principal de los
contaminantes de la resina de intercambio anidnico sin causar la elucion sustancial de la globulina Gc.

El lavado se lleva a cabo ventajosamente usando el tampén de equilibrado, incluso a través de otros tampones, con
una concentracion similar, y se puede usar el valor de pH para el lavado. Se prefiere usar un tampoén tris con NaCl
afiadido para eliminar los contaminantes de la resina de intercambio aniénico. El pH del tampén podria ser de 7,0 a
9,0, tal como dentro del intervalo de 3,5-8,5, tal como 8,0.

La elucién de la globulina Ge de la resina de intercambio anidnico se lleva a cabo preferiblemente con un tampén
sustancialmente no desnaturalizante que tiene un pH y una fuerza iénico suficientes para causar la elucién eficiente
de la globulina Gec con una coelucién minima de contaminantes de proteinas, recuperando de este modo un eluado
que contiene globulina Gce. En este contexto, la elucién eficiente significa que al menos el 75%, tal como al menos el
85%, por ejemplo el 95% o mas de las proteinas de globulina Ge cargadas sobre la resina de intercambio aniénico se
eluyen a partoir de la resina. La elucion se lleva a cabo ventajosamente como una elucién por gradiente de etapa con
una concentracion constante de cloruro de sodio. En el procedimiento de la presente invencion, el tamp6n preferido
usado es Tris que tiene un pH dentro del intervalo de 7,0-9,0, tal como 3,5-8,5, preferiblemente aproximadamente 8,0
y una concentracién dentro del intervalo de 5-60 mM, tal como dentro del intervalo de 10-30 mM, preferiblemente
aproximadamente 20 mM.

Se prefiere que la concentracion de sal del tampon de elucidn sea suficientemente elevada para desplazar la globu-
lina Gc de la resina. Sin embargo, se contempla el uso de una reduccién en el pH y una concentracién de sal inferior
para eluir la globulina Gc de la resina. En una realizacion preferida del presente procedimiento, la elucién se lleva
a cabo como una elucidén por gradiente de etapa con una concentracién de sal constante que eluye globulina Ge, por
ejemplo concentraciones de cloruro de sodio dentro del intervalo de 60-150 mM, tal como 100-120, preferiblemente
aproximadamente 100 mM de cloruro de sodio.

La elucién se puede llevar a cabo por una elucién continua de gradiente de sal. Si se lleva a cabo una elucién
continua por gradiente de sal, la concentracién de sal puede estar ventajosamente dentro del intervalo de 0-150 mM,
preferiblemente de aproximadamente 40 mM a aproximadamente 100 mM de cloruro de sodio. La ventaja de la elucién
por gradiente de etapa comparada con la elucién continua de gradiente de sal es que la elucién es mas eficaz con una
concentracion constante de sal y la pureza de la fraccién eluida es mayor.

Se pueden usar otros diversos sistemas de tampon para eluir la globulina Ge, y el tamp6n de eluciéon puede com-
prender, ademas, un agente de estabilizacién de proteinas, como lo apreciaran los expertos en la técnica.

Después de la elucién de la columna de intercambio aniénico, el eluado se desaliniza preferiblemente (es decir
dializa) y se concentra ventajosamente. El cambio de tampdn y la concentracién de globulina Gce se pueden llevar a
cabo por un procedimiento combinado de ultra/diafiltracion. El término “ultra/diafiltracién” significa que la didlisis y
la concentracién por diafiltracién y ultrafiltracion, respectivamente, se llevan a cabo en una etapa. Se contempla que la
diafiltracién y la ultrafiltracién se puedan llevar a cabo en dos etapas separadas. Sin embargo, para prevenir la pérdida
innecesaria de producto, se prefiere actualmente llevar a cabo la didlisis y la concentracién por los procedimientos de
diafiltracién y ultrafiltracién en una etapa.

Las membranas empleadas para la dial/ultrafiltracion tienen ventajosamente un corte de peso nominal entro del
intervalo de 10.000 a 50.000 Da. Un tipo de membrana preferida para el presente procedimiento es una membrana de
polisulfona con corte de peso nominal de 30.000 Da, obtenida a partir de Sartorius o Milllipore. Se pueden emplear
otras membranas de ultrafiltracién de material y porosidad comparables.

La extensién de concentracion puede variar considerablemente. La solucién se concentra entre aproximadamen-
te 2 y aproximadamente 10 veces, tal como 3 a 7 veces, preferiblemente aproximadamente 4 veces el volumen de
partida, constituyendo preferiblemente un volumen final de aproximadamente 0,5 a 3 veces el de la resina de inter-
cambio catiénico, tal como 1,3 a 1,8 veces el volumen de resina. Un tampdn preferido para la diafiltracion es de 15-
25 mM, tal como 20 mM de fosfato de sodio. , pH 5,7. El intercambio de tampén sigue hasta que la conductividad
de la solucién ultrafiltrada se reduce a un valor inferior a aproximadamente 5-6 ms/cm, preferiblemente aproximada-
mente 1,5-3 ms/cm. Durante la dial/ultrafiltracién, el pH se mantiene preferiblemente dentro del intervalo de 5,0-8,0,
preferiblemente 5,4- 6,5, més preferiblemente a aproximadamente 5,7.

Después de la dia/ultrafiltracion la solucién de concentracion se puede filtrar a través de un filtro dentro del in-
tervalo de 0,2-1,0 m, preferiblemente aproximadamente 0,45 m, para eliminar los agregados antes de la siguiente
etapa.
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El volumen apropiado de resina usada para la columna de cromatografia de intercambio catiénico, se refleja me-
diante las dimension de la columna (es decir, el didmetro de la columna y la altura de la resina), y varia dependiendo
de por ejemplo la cantidad de proteina en la solucién aplicada y la capacidad de unién de la resina usada.

Antes de llevar a cabo la cromatografia de intercambio catiénico, la resina de intercambio iénico se equilibra
preferiblemente con un tampdn que permite que la resina se una a las proteinas que se han de eliminar de la solucién
aplicada. Si, por ejemplo, la resina de intercambio catidnico elegida es CM Sepharose FF, se equilibra con un tampén
dcido no desnaturalizante que tiene aproximadamente el mismo pH y la misma fuerza iénica que la solucién de
globulina Gc a cargar. Cualesquiera de una variedad de tampones son apropiados para e equilibrado de la columna
de intercambio i6nico, por ejemplo, acetato de sodio, fosfato de sodio o tris(hidroximetil)aminometano. Los expertos
en la técnica apreciardn que se pueden usar otros numerosos tampones para el equilibrado siempre que el pH y la
conductividad sean aproximadamente iguales que para la solucién que contiene globulina Ge aplicada. Un tampén
preferido para el equilibrado de la columna de intercambio catidnico es un tampén fosfato de sodio que tiene una
concentracion de fosfato de sodio dentro del intervalo de 5-30 mM tal como dentro del intervalo de 10-25 mM,
preferiblemente aproximadamente 20 mM. Se prefiere que el pH de fosfato de sodio usado para el equilibrado esté
dentro del intervalo de 5,3 a 6,5, tal como dentro del intervalo de 5,4-5,9, preferiblemente aproximadamente 5,7. La
conductividad estd dentro del intervalo de 1 a 3 ms/cm, preferiblemente aproximadamente 1,5 ms/cm. Los tampones
fosfato apropiados se pueden preparar a partir de hidrogenofosfato de disodio y/o dihidrogenofosfato de sodio y HC1
y/o NaOH.

Antes de cargar la solucién que contiene globulina Gc ultra/diafiltrada y opcionalmente filtrada sobre la columna
de intercambio catidnico, la concentracion de tampdn y el pH de dicha solucion se ajustan preferiblemente, si fuese
necesario, a valores sustancialmente equivalentes a la concentracién y el pH del tampén de equilibrado empleado.

Después de cargar la solucién que contiene globulina Ge en la columna de intercambio catiénico, la columna se
lava ventajosamente con aproximadamente 3 a 6 volimenes de columna de un tamp6n de lavado para garantizar que
la globulina Gce se elimina cuantitativamente de la columna para ser recogida como una fraccién combinada de flu-
jo/lavado que aparece como un pico de proteinas en el cromatégrama de la sefial UV. La fraccién recogida constituye
preferiblemente una cantidad equivalente a aproximadamente 2 a 3 volimenes de columna. Por cuantitativamente se
entiende que se recupera preferiblemente aproximadamente entre el 85% y el 90% de la globulina Gc aplicada a la
columna, més preferiblemente aproximadamente el 95% o mads en la fraccién de flujo/lavado que contiene globulina
Gc. La mayoria de los contaminantes de protefnas en el material aplicado permanecen ventajosamente unidos a la
resina durante estas condiciones preferidas. Lo cual significa que la pureza de la fraccién de flujo/lavado que con-
tiene globulina Gc es relativamente alta. Preferiblemente el contenido de globulina Gce estd dentro del intervalo de
aproximadamente del 40% al 80% del contenido total de proteinas.

La eliminacién de la globulina Ge de la resina de intercambio catiénico se lleva a cabo ventajosamente usando
el tampdn de equilibrado, incluso se pueden usar otros tampones sustancialmente no desnaturalizantes que tienen un
valor de pH y una fuerza idnica suficiente para causar la eliminacién eficaz de la globulina Gc de la columna de
intercambio catiénico que deja la mayoria de los contaminantes retenidos en la resina para el lavado, recuperando
de este modo una fraccion que contiene globulina Gc. Se prefiere usar un tampdn fosfato para esta eliminacién de
la globulina Gc de la resina de intercambio catiénico, el pH del tampdn podria ser de 5,3 a 6,5, tal como dentro del
intervalo de 5,4 a 6,0, tal como 5,7. Se pueden usar otros diversos sistemas apropiados de tampoén para eliminar la
globulina Ge, como lo apreciardn los expertos en la técnica.

A continuacién de la etapa de cromatografia de intercambio catiénico se prefiere que la solucién que contiene
globulina Gc eliminada sea filtrada a través de un filtro dentro del intervalo de 0,2 a 1,0 um, preferiblemente aproxi-
madamente 0,45 yum, para eliminar los agregados antes de la siguiente etapa.

En el procedimiento de produccién del producto de globulina Ge, se incorporan al menos dos etapas definidas y
validadas de eliminacién e inactivacién de virus. Estas etapas son un tratamiento S/D como una etapa de inactivacién
de virus hacia virus envueltos en lipido y una etapa de nanofiltracién preferiblemente para eliminar pequefios virus no
envueltos. Aparte de los estrictos requisitos respecto de la seguridad de los virus del material plasmadtico de partida,
seglin las directrices internacionales, y la capacidad bien conocida de reduccion viral de un procedimiento de puri-
ficacién multietapas, la incorporacién de dos etapas independientes de reduccidn viral que son activas tanto contra
los virus envueltos como contra los virus no envueltos, el medicamento de la presente invencidn es sustancialmente
seguro contra virus.

Los virus infecciosos envueltos en lipido que pueden seguir presentes en la fraccién que contiene globulina Ge
eliminada de la columna de intercambio catidénico se inactivan preferiblemente en esta etapa del procedimiento por
la adicién de una cantidad virucida de agente de inactivacién de virus a dicha solucién que contiene globulina Gc.
Una “cantidad virucida” de agente de inactivacion de virus se entiende que indica una cantidad que da origen a una
solucidn en la cual las particulas de virus se vuelven sustancialmente no infecciosas y por esto se obtiene una “solucién
que contiene globulina Ge segura contra virus definida en la técnica. Tal “cantidad virucida” dependerd del agente de
inactivacién de virus empleado asi como de condiciones tales como el tiempo de incubacién, el pH, la temperatura, el
contenido de lipidos, y la concentracion de proteinas.
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El término “agente de inactivacién de virus” se entiende que indica tal agente o un procedimiento que se puede
usar para inactivar virus envueltos en lipido asi como virus no envueltos en lipido. El término “agente de inactivacién
de virus” se ha de entender como que comprende tanto la combinacién de tales agentes y/o procedimientos, sea cual
sea el apropiado, asi como solamente un tipo de tal agente o procedimiento.

Los agentes preferidos de inactivacion de virus son detergentes y/o disolventes, mds preferiblemente mezclas de
detergentes/disolventes. Se entiende que el agente de inactivacidon de virus es opcionalmente una mezcla de uno o
mas detergentes con uno o mdas disolventes. El tratamiento de disolvente/detergente (S/D) es una etapa ampliamente
usada para inactivar virus envuelto en lipido (por ejemplo VIH 1 y VIH2, hepatitis tipo C y noA-B-C, HTLV 1 y 2,
la familia de virus del herpes, incluyendo CMV y virus Epstein Barr) en productos sanguineos. Se pueden usar una
amplia variedad de detergentes y disolventes para la inactivacion de virus. El detergente se puede seleccionar entre el
grupo constituido por detergentes no i6nicos e i6nicos, y se selecciona por ser sustancialmente no desnaturalizante.
Preferiblemente, se usa un detergente no iénico ya que facilita la posterior eliminacion del detergente de la preparacién
de globulina Gce por la posterior etapa. Los detergentes apropiados son descritos, por ejemplo por Shanbrom et al., en la
patente de los Estados Unidos 4.314.997, y la patente de los Estados Unidos 4.315.919. Los detergentes preferidos son
los vendidos bajo las marcas comerciales Triton X-100 y Tween 80. Los disolventes preferidos para su uso en agentes
de inactivacién de virus son los di- o trialquilfosfatos descritos por ejemplo por Neurath y Horowitz en la patente de los
Estados Unidos 4.764.369. Un agente especialmente preferido de inactivacion de virus para la puesta en practica de la
presente invencion es una mezcla de TNBP y Tween 80, pero, alternativamente, se pueden usar otras combinaciones.
La mezcla preferida se afiade como un volumen de manera que la concentracion de TNBP en la solucién que contiene
globulina Gc esté dentro del intervalo del 0,2-0,6% en peso, preferiblemente a una concentracion de aproximadamente
el 0,3% en peso. La concentracion de Tween 80 en la solucidon que contiene globulina Ge esta dentro del intervalo del
0,8-1,5% en peso, preferiblemente a una concentracién de aproximadamente el 1% en peso.

La etapa de inactivacién de virus se lleva a cabo en las condiciones que inactiva los virus envueltos que dan como
resultado una solucién que contiene globulina Ge sustancialmente segura contra virus. En general, tales condiciones
incluyen una temperatura de 4-30°C, tal como 19-28°C, 23-27°C, preferiblemente aproximadamente 25°C y un tiempo
de incubacién hallado efectivo por estudios de validacién. Generalmente, un tiempo de incubacién de 1-24 horas es
suficiente, preferiblemente 4-12 horas, tal como aproximadamente 6 horas para garantizar la inactivacién suficiente
de virus. Sin embargo, las condiciones apropiadas (temperatura y tiempos de incubacién) dependen del agente de
inactivacién de virus empleado, el pH y la concentracién de proteinas y el contenido de lipidos de la solucién.

Después del tratamiento de disolvente/detergente, la solucién se diluye ventajosamente con tampon para ajustar
el pH y la fuerza iénica. Preferiblemente la concentracion y el pH de dicho tampén son de valores suficientes para
ajustar la solucién a valores sustancialmente equivalente a la concentracioén, la fuerza iénica y el pH del tampén de
equilibrado empleado para la posterior etapa de intercambio i6nico.

Después se lleva a cabo la cromatografia de intercambio i6nico de inactivacion de virus para eliminar el agente de
inactivacién de virus y los restantes contaminantes de proteinas. Esta etapa se lleva a cabo preferiblemente como ya
se ha descrito para la primera etapa de cromatografia de intercambio aniénico en el presente procedimiento, con las
excepciones de que el volumen de la resina de intercambio anidnico se puede reducir a aproximadamente el 60% del
de la resina de intercambio aniénico usada en primer lugar y que el lavado antes de la elucién de la globulina Gce es
m4s extensivo, se usan al menos seis a diez volimenes de columna de tampén. Adicionalmente, en una realizacién
preferida de la invencidn el tampdn de equilibrado es fosfato de sodio con una concentracién dentro del intervalo
de aproximadamente 4-50 mM, preferiblemente 20 mM, y un pH dentro del intervalo de aproximadamente 7,5-8,0,
preferiblemente 7,8. El tamp6n se ajusta con cloruro de sodio preferiblemente a aproximadamente 20-55 mM, prefe-
riblemente 40 mM. La fuerza i6nica del tampén de equilibrado es preferiblemente de aproximadamente 4-10 ms/cm,
preferiblemente 7 ms/cm. Como se ha mencionado anteriormente, el contenido de fosfato de sodio y cloruro de sodio
y el pH de la solucién que contiene globulina Ge se ajusta ventajosamente a la misma concentracién y mismo pH que
el tampdn de equilibrado.

El procedimiento preferido de eliminacién del agente de inactivacion de virus es por cromatografia de intercambio
i6nico. Sin embargo, se contempla que otros procedimientos, tales como la extraccién de aceite y procedimientos
cromatograficos alternativos, por ejemplo la interaccion hidréfoba, sean ttiles. El procedimiento apropiado depende
del agente de inactivacion de virus empleado. La eliminacién de disolvente/detergente se puede, de este modo, llevar
a cabo uniendo la globulina Gc a la resina, y posteriormente, una eliminacién completa del agente de inactivacién con
tamp6n. La cromatografia de intercambio aniénico es un procedimiento utilizable. En el procedimiento de la presente
invencion, la cromatografia de intercambio aniénico también se lleva a cabo para mejorar la calidad y la pureza global
del producto final del procedimiento. En la realizacidn preferida la globulina Gc se eluye a partir de la resina de
intercambio anidnico con una recuperacion preferiblemente dentro del intervalo del 65-85%. La pureza del eluado que
contiene globulina Gc es preferiblemente aproximadamente del 80% al 95% del del contenido total de proteinas, mas
preferiblemente del 98-99%.

Después de la etapa de cromatograffa de intercambio i6nico, el eluado que contiene globulina Gce se dializa pre-
feriblemente y se concentra; de este modo el contenido del resto de los componentes menores de proteina también se
reduce eficazmente. Ventajosamente, esto se puede llevar a cabo por dia/ultrafiltraciéon como se ha descrito anterior-
mente. El tampén empleado para la diafiltracion es solucién salina tamponada de fosfato, PBS, preferiblemente a una
concentracion de fosfato de sodio de 5 a 25 mM, preferiblemente 10 mM, y cloruro de sodio de aproximadamente 130
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a 160 mM, preferiblemente 150 mM, y a un pH dentro del intervalo de aproximadamente 6,5 a 8,0, preferiblemente
aproximadamente entre 7,0 y 7,8 tal como aproximadamente 7,4. Alternativamente, se pueden usar otros tampones
fisiol6gicamente aceptables para la diafiltracién como lo conocerdn los expertos en la técnica. La diafiltracién sigue
hasta que la osmolalidad es superior o igual a 200 mOsm/kg.

La eficacia de una etapa del procedimiento de eliminacidén de virus da como resultado la eliminacién fisica de
virus, y esto es particularmente til para la eliminacién de virus no envueltos tales como el virus de la hepatitis A o el
Parvovirus B19. Estos no se activan generalmente por el tratamiento S/D descrito anteriormente.

En una realizacidon preferida, la solucién que contiene Ge-globulina se somete a filtracion a través de una serie de
filtros que permiten que la globulina Ge pase a través de los mismos mientras que retienen las particulas de virus y
otras particulas infecciosas (por ejemplo, priones). Este procedimiento se puede llevar a cabo con diferentes filtros que
tienen una distribucién de dimensién de poros que previene el paso de particulas y virus con una dimensién superior
al valor de “corte” nominal. Estos filtros pueden tener un valor de corte de 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 75, 100 nm u
otro valor apropiado (nanofiltros). Los filtros comercialmente disponibles incluyen filtros Planova (Asahi), filtros DV
(Pall) y filtros Viresolve NPF (Millipore).

En una realizacion preferida, la solucién que contiene globulina Ge pasa a través de un filtro de 35 nm (Planova
35N) y a continuacién un filtro de 15 nm (Planova 15N) usando un caudal y una temperatura que garantizan la eficacia
optima de la filtracién y una eliminacion 6ptima de las particulas de virus, mientras no se sobrepase la capacidad de
carga de proteinas de los filtros. Preferiblemente la presion usada para la filtracién se mantiene dentro de 0,1 a 1,0
kg/cm? y preferiblemente a 0,5 kg/cm? 0 menos, y la concentracién de protefnas en la solucién se ajusta para garantizar
la filtracion y la recuperacién éptimas de globulina Ge. El drea de filtracion a usar depende del volumen total a filtrar
como lo conocen los expertos en la técnica.

Los filtros se pueden usar por separado o conectados en serie. Opcionalmente, se pueden usar mds de uno de cada
filtro, bien por separado o conectados en serie, por ejemplo dos filtros de 35 nm y dos filtros de 15 nm, o cualquier
otra combinacién que da como resultado la eliminacién deseada de particulas contaminantes de virus.

Se ha de entender que también se pueden usar otros filtros con propiedades de eliminacién de virus, tal como filtros
de profundidad, por ejemplo Zeta Plus Vr (Cuno), DV50 y DV20 (Pall), Planova 20N (Asahi) u otros filtros con las
propiedades deseadas.

Se contempla que se pueden usar también otros procedimientos para eliminar o inactivar virus para producir un
producto de globulina Gc seguro contra virus, tal como la adicién de azul de metileno con la posterior inactivacién por
radiacién con luz ultravioleta, como lo conocen los expertos en la técnica.

Si se desea, la solucién que contiene globulina Ge purificada, se somete a otros tratamientos tales como la adicién
de agente de estabilizacion con el propdsito de hacerle apropiado para su formulacién como producto liquido a usar,
por ejemplo por via intravenosa, subcutdnea o intramuscular.

Desde el punto de vista practico se prefiere que el contenido de la formulacién liquida del producto de globulina
Gc sea el mismo para su almacenamiento que para su uso. La concentracidn final de globulina Gce en el producto esta
preferiblemente dentro del intervalo del 0,1 al 10% en peso (correspondiente a 1,0-100 g/1) tal como aproximadamente
del 0,5 a 10% en peso, es decir aproximadamente el 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% y 10%.

Se sabe que una elevada concentracion de proteinas puede dar como resultado una mayor estabilidad de globulina
Gc. Por otra parte, una concentracion elevada de globulina Gc significa que el nivel maximo de infusién cuando se
administra globulina Ge por via intravenosa al paciente ha de ser bastante bajo puesto que se han de evitar los efectos
laterales, debidos a la alta presién osmética del producto.

Actualmente, no hay concentracién recomendada para la administracién intravenosa de globulina Gc aconsejada
por la Farmacopea europea, sin embargo, se espera que el intervalo del 0,5% al 5% (p/v) sea ventajoso. Por otra
parte, un producto bastante concentrado (por ejemplo del 7% o mds) es ventajoso para inyecciones intramusculares o
subcutaneas.

La formulacién final preferida del producto de globulina Ge es una solucién intermedia entre la estabilidad y las
condiciones fisiologicamente aceptables respecto de por ejemplo el pH, la fuerza iénica y la tonicidad.

Cuanto mds cercano es el valor de pH al valor de pH fisioldgico, es decir, 7,1-7,5, preferiblemente 7,2-7,4 mayor
es la nivel de infusién que se puede emplear, dependiendo de la concentracién de globulina Gc.

Ademds, el producto de globulina Gec puede comprender agentes de estabilizacion de proteinas. Ademds de los
alcoholes de azicar y los sacaridos (tales como sorbitol, manosa, glucosa, trehalosa, maltosa), también se pueden usar
proteinas (tales como albumina), aminodcidos (tales como lisina, glicina) y agentes organicos (tales como polietilen-
glicol PEG), 4cido caprilico y Tween 80) como estabilizantes. La concentracion apropiada del agente estabilizante en
la solucién que contiene globulina Ge depende del agente especifico empleado como se ha descrito anteriormente.
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Si fuese necesario la solucién de globulina Ge purificada se ajusta para obtener una solucién estable e isotdnica.
El término “solucién isotdnica” estd destinado a indicar que la solucién tiene la misma presién osmética que en el
plasma. Se pueden usar mono- o disacdridos para aumentar la osmolalidad de la solucién ya que no afecta a la fuerza
i6nica. Se prefiere llevar a cabo por adicién de sacarosa o maltosa hasta una concentracién final dentro del intervalo
de aproximadamente el 1% al 10% (p/v), preferiblemente el 2% (p/v); alternativamente se puede usar otros sacaridos
tales como manosa y glucosa.

Una ventaja del producto obtenible por el procedimiento de la invencién es que, cuando se formula como una
preparacion liquida, el producto estd listo para ser usado y estable.

Aunque no se prefiera, es evidente que el producto obtenido por las diversas etapas del procedimiento de la inven-
cioén también se puede usar por ejemplo como productos liofilizados en lugar de formulaciones liquidas, aunque estos
sea menos favorable comparado con el uso de los productos en forma de formulacién liquida instantdnea.

La presente invencion se dirige a la produccién de globulina Ge a gran escala. “Gran escala de produccidon” sig-
nifica, que cuando una fraccién bruta de proteinas plasmadticas es el material de partida, se entiende que el material
de partida es preferiblemente un pool plasmético de no mds de 1.000 donantes. Alternativamente, “produccién a gran
escala” puede ser una produccién que usa microorganismos genéticamente modificados o mamiferos distintos del ser
humano a partir de un gran volumen apropiado de partida.

El producto de globulina Gc se fabrica segiin GMP, en condiciones asépticas en lugares clasificados. El procedi-
miento de la invencién estd de este modo destinado a producir un producto de Gc para su uso en medicina.

El procedimiento de la presente invencion se dirige, ademds, a purificar globulina Gc de un sobrenadante de cultivo
celular, a partir de una suspensién de células rotas, un producto lacteo o calostro para el uso posterior del producto
de globulina Gc como producto medicinal en seres humanos. De este modo, el procedimiento de fabricacién ha de
satisfacer los requisitos establecidos en las directivas y lineas maestras de la CEE para productos medicinales tales
como los productos biotecnoldgicos/bioldgicos o productos derivados de plasma humano, por ejemplo. Obsérvese a
titulo orientativo sobre productos medicinales derivados de plasma, CPMP/BWP/269/95 o directrices similares.

Los requisitos incluyen, pero no se limitan a, el uso restringido de agentes quimicos en el procedimiento de pu-
rificacién asi como en el producto final. En el presente procedimiento la globulina Ge se purifica sin la adicién de
inhibidores de la proteasa, tales como PMSF, o agente bacterioestdticos, tales como azida y metiolato. El producto
estd de este modo totalmente libre de inhibidores de la proteasa y agentes bacterioestaticos afiadidos.

Es de una importancia capital para el efecto clinico del producto de globulina Gc que la actividad funcional de
la globulina Gc se mantenga, es decir, el producto estd constituido por globulina Gc funcionalmente activa. En este
contexto una globulina Gec funcionalmente activa se define como una globulina Ge capaz de unirse a actina.

La actividad funcional de la globulina Gc se puede demostrar in vitro por unién de globulina Gc a actina en placas
de ELISA revestidas con actina, un ensayo de inmunoelectroforesis de Rocket o un ensayo de inmunoelectroforesis
cruzado donde la globulina Ge se mezcla con actina, o un ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética. En
los ensayos electroforéticos la unién de globulina Ge causa un cambio en la movilidad electroforética que se puede
usar para medir la actividad de unién.

La actividad funcional se puede demostrar in vivo inyectando animales de laboratorio con actina y globulina Gc o
provocando la liberacién de actina con compuestos como paracetamol y a continuacion inyectando globulina Ge para
prevenir trastornos circulatorios.

Las principales indicaciones para el producto de globulina Gc son trastornos circulatorios y complicaciones re-
sultantes de la liberacién de actina al torrente sanguineo de manera que pueden producir en un érgano (por ejemplo,
higado, rifién) intoxicaciones con productos medicinales que incluyen paracetamol, en traumas fisicos resultantes de
heridas, accidentes, quemaduras y otras lesiones, coagulacién intravascular diseminada y en afecciones inflamatorias
que incluyen sindrome de choque séptico. Se espera que la administracién de globulina Ge a dichos pacientes (por
ejemplo por via intravenosa) ayude a aclarar la actina de la circulacién previniendo o aliviando de este modo los
efectos nocivos de la actina.

Otras indicaciones incluyen déficit de globulina Gc congénita o adquirida y anormalidades de del metabolismo de
vitamina D, asf como intoxicacién por vitamina D.

La globulina Gc producida por el procedimiento de purificacién descrito en el presente documento también se
puede usar para producir un producto de globulina Gc desglicosilado para ser usado como coadyuvante o para ser
usado para inducir efectos antitumorales por su efecto de activaciéon de macrdéfagos. A este respecto el producto
desglicosilado se puede usar para tratar diversos canceres, que incluyen céncer de pecho, cédncer de colon, cdncer de
estémago, cancer de pulmoén, cancer de piel y otros tipos de cancer.
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Ejemplos

Se ha de entender que los ejemplos descritos a continuacidn son ilustrativos de realizaciones del presente procedi-
miento, y la invencién no estd destinada a limitarse a los mismos.

Ejemplo 1
Etapas de procedimientos en la purificacion de globulina derivada de plasma a usar como producto medicinal

Todas las etapas se llevan a cabo a temperatura ambiente salvo la etapa 5 que se realiza a 25+1°C y las etapas 1 y
2 que se llevan a cabo a 5+3°C.

Etapa 1
Preparacion de pasta de fraccion IV de Cohn

La pasta de fraccién IV de Cohn se prepara a partir de plasma humano por procedimiento estdndar de fracciona-
miento de Cohn (Cohn et al., 1946) esencialmente modificado por Kistler y Nitschmann (1952). La precipitacion de
etanol se inicia después de que el crioprecipitado se haya eliminado y, si se desea, después de la adsorcion de algunas
proteinas plasmadticas (tales como Factor IX y Antitrombina) a por ejemplo un material de intercambio iénico y/o
una matriz sefarosa de heparina. Las condiciones exactas (pH, concentracién de etanol, temperatura, concentracién de
proteinas) para obtener la pasta de fraccion IV aparecen en la figura de la pagina 266 en Hams JR (ed), Blood Separa-
tion and Plasma Fractionation, Wilwy-Liss, Nueva York, 1991. La pasta se afsla en una prensa de filtro afiadiendo el
coadyuvante de filtracién antes de la filtracion.

Etapa 2
Extraccion de globulina Gc a partir de la pasta de fraccion IV de Cohn

A partir de aproximadamente 37,3 kg de pasta de fraccién IV que incluye el coadyuvante de filtracién (Schenk,
Alemania) que corresponde a un volumen de partida de plasma de aproximadamente 375 kg, la extraccién se lleva
a cabo afiadiendo en primer lugar 373 kg de tampén Tris 20 mM que contiene cloruro de sodio 40 mM, pH 8,0,
agitando suavemente durante aproximadamente 15 horas. Justo antes de la filtracion se afiaden 1,7 kg de coadyuvante
de filtracién (Celite) a la suspension de fraccion I'V. La suspension se filtra a través de una serie de filtros de profundidad
con dimensiones de poros decrecientes y un filtro Delipipd: placas de filtro C-150-AF (Schenk, Alemania), y cartuchos
de 50LA, de 90La y de filtros Delipid (Cuno, Francia). La solucién que contiene globulina Gc filtrada se ultrafiltra
opcionalmente sobre un sistema que emplea membranas con un valor de corte de peso nominal de 30 kDa (Sartorius,
Alemania), mediante esto la solucién se concentra aproximadamente 5 veces.

Etapa 3
Cromatografia sobre Q Sepharose (matriz de intercambio anionico)

Se envasa una columna con 650 ml de Q Sepharose FF (Amersham Pharmacia Biotech) y se equilibra con tampén
tris 20 mM que contiene cloruro de sodio 40 mM, pH 8,0.

Se aplica un volumen de la solucién concentrada que contiene globulina Ge de la etapa 2 que contiene una cantidad
de globulina Gc de aproximadamente 1.200 mg a la columna. En la siguiente aplicacién, la columna se lava con 8
volimenes de columna de tampén de equilibrado para eliminar contaminantes no ligados de proteinas. Después la
globulina Gc se eluye a partir de la columna de intercambio aniénico con 6 volimenes de columna de tampén tris 20
mM que contiene cloruro de sodio 100 mM, pH 8,0 y se recupera la fraccién de globulina Gc eluida.

Etapa 4
Cromatografia sobre CM Sepharose (matriz de intercambio catidnico)

La fraccién de globulina Ge eluida de la etapa 3 se concentra 4 veces y se desala por ultra/diafiltracién. La membra-
na empleada es una membrana de polisulfona con un corte de peso nominal de 30 kFa (Sartorius). La diafiltracién se
lleva a cabo contra un tampoén de fosfato de sodio 20 mM, pH 5,7 y sigue hasta que el pH es de 5,7 y la conductividad
es de 1,5 ms/cm.

Se envasa una columna con 390 ml de CM Sepharose FF (Amersham Pharmacia Biotech) y se equilibra con fosfato
de sodio 20 mM, pH 5,7. Después de la dia/ultrafiltracién se aplica la solucién que contiene globulina Gc a la columna.
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La globulina Gc pasa a través de la columna sin unirse a la resina CM Sepharose. En la siguiente aplicacion la columna
se lava con 3 volimenes de columna de tampdn de equilibrado para eliminar toda la globulina de Ge no unida. El flujo
y la fraccién de lavado que contienen globulina-Gc se recogen como eluado que contiene globulina Ge a partir de la
columna de intercambio catidnico.

Etapa 5
Tratamiento S/D

El eluado que contiene globulina Gc de la etapa 4 se filtra a través de un filtro combinado de 0,45 um y 0,2 um
(Sartoban P Capsule, Sartorius, Alemania) El filtrado se trata a continuacién por S/D afiadiendo Tween 80 y TNBP a
concentraciones finales del 1,0% y del 0,3% en peso, respectivamente. El tratamiento S/D procede durante al menos 6
horas a 25°C.

Etapa 6
Eliminacion de S/D por cromatografia de intercambio anionico

Se envasa una columna con 390 ml de Q Sepharose FF (Amersham Pharmacia Biotech, Suecia) y se equilibra con
fosfato de sodio 20 mM que contiene NaCl 40 mM, pH 7,8. La solucion de globulina Gce tratada con S/D se diluye con
un volumen de fosfato de sodio 20 mM que contiene NaCl 48 mM, pH 9.4, 4 veces la de la solucién.

La solucién diluida de globulina Gce se aplica a la columna de intercambio aniénico, la columna se lava a continua-
cién con 10 voliimenes de columna de tamp6n de equilibrado, y la globulina Ge se eluye con 7 volimenes de columna
de fosfato de sodio 20 mM que contiene NaCl 100 mM, pH 7,8 y se recoge.

Etapa 7
Concentracion por ultrafiltracion

La fraccion eluida de globulina Gce se filtra a través de un filtro combinado de 0,45 ym y 0,2 um (Sartoban 300,
Sartorius, Alemania), y se somete a concentracion e intercambio de tamp6n por ultra/diafiltracion que emplea una
membrana de corte de peso nominal de 30 kDa. En primer lugar una rodaja Sartocom y a continuacién un Sistema
Sartocon Micro UF (Sartorius, Alemania). La solucién concentrada que contiene 10 a 15 mg de globulina gc/ml se
diafiltra contra PBS, pH 7,3 y finalmente se filtra a través de un filtro combinado de 0,45 ym y 0,2 um (Ministart-Plus,
Sartorius).

Etapa 8
Nanofiltracio y llenado

La solucién que contiene globulina Ge de la etapa 7 pasa opcionalmente a través de un filtro de 35 nm (Planova
35N, Asahi) y a continuacién un filtro de 15 nm (Planova 15N, Asahi) sin sobrepasar la capacidad de carga de proteinas
de los filtros. La nanofiltracién se lleva a cabo a temperatura ambiente y la presién usada para la filtracién se mantiene
a 0,5 kg/cm? 0 menos y al menos dentro del intervalo de 0,1-1,0 kg/cm?. La preparacién de globulina G se filtra por
filtro estéril (Sartobran 300, Sartorius), y se llena asépticamente como 1 g de globulina Gc por porcién en un volumen
de no mas de 100 ml.

Ejemplo 2
Etapa validad de reduccion viral en el presente procedimiento de purificacion de globulina Gc

Inactivacion de virus por la etapa de tratamiento SD

El tratamiento de la solucién de globulina Gc con Tween 80 al 1% + TNBP al 0,3%, a 25°C durante 6 horas se ha
validado en un estudio empleando PRV (virus pseudordbicos) como modelo para un virus envuelto robusto. Se obtuvo

una reduccién viral de més de 6,9 log;o. El resultado del estudio de validacién muestra que la etapa de tratamiento SD
inactiva eficazmente los virus envueltos.
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Ejemplo 3
Meétodo analitico para cuantificar la globulina Gc en el procedimiento
Determinacion cuantitativa de globulina Gc por Elisa especifico

Se cuantifica la globulina Gc en un ELISA competitivo especifico de globulina Gce. Se recubren placas de micro-
titracién con globulina Ge purificada, se lavan en tampén de bloqueo (tris 50 mM, pH 7,1, Tween 20 al 1%, NaCl
0,3M) y a continuacién se incuba con muestras y anticuerpo antiglobulina Gc monoclonal de ratén. Se detectan los
anticuerpos unidos con inmunoglobulinas de cabra conjugados con fosfatasa alcalina contra inmunoglobulinas de ra-
tén. La fosfatasa alcalina convierte el reactivo de color fosfato de paranitrofenilo de una manera dependiente de la
concentracion. La concentracidn de las muestras analizadas es estimada por el uso de un estdndar de globulina Ge.

Determinacion cuantitativa de globulina Gc por inmunoelectroforesis de Rocket

Las muestras se cargan en pocillos realizados en geles de agarosa al 1%, sumergidas en un tampoén tris-dcido
barbitdrico-acido lactico, pH 8,6 y que contiene inmunoglobulinas de conejo contra globulina Gc (dilucién 1:40).
La electroforesis se lleva a cabo a 2V/cm y los inmunocomplejos se detectan por coloracién con Azul brillante de
Coomassie. La concentracién de globulina Gc en las muestras se determina por comparacién con un estandar de
globulina Gc.

Determinacion de union a actina por inmunoelectroforesis cruzada

Las muestras se mezclan con un exceso de actina y se someten a electroforesis en geles de agarosa al 1%, su-
mergidas en un tampoén tris-dcido barbitdrico-4dcido lactico, pH 8,6. Se cortan lineas y se someten a una segunda
electroforesis de dimensidon como se ha descrito anteriormente para la inmunoelectroforesis de Rocket. La movilidad
del complejo de globulina Ge-actina es mds rapida que la de la globulina Ge. El grado de globulina Gc unida a actina
en la muestra se determina midiendo el drea del inmunoprecipitado del complejo de globulina Gc-actina y el de la
globulina Ge libre y calculando la relacién. El resultado de este andlisis muestra que la globulina Gc purificada por el
presente procedimiento retiene el 100% de la actividad de unién a actina.

Ejemplo 4
Rendimiento del procedimiento de purificacion

El volumen de la solucién que contiene globulina Gc preparada a partir de 37,3 kg de pasta IV hace un total de
aproximadamente 360 kg, con una concentracién de aproximadamente 120 mg de globulina Gc por litro. La solucién
que contiene globulina Gc se concentra aproximadamente 5 veces por ultrafiltraciéon empleando una membrana con
un valor de corte de 30 kDa para tener un volumen mads facil de manejar en el posterior procedimiento de purificacion.
La solucién concentrada final que contiene globulina Ge con un volumen medio de 72 kg, contiene aproximadamente
21 g de proteina total y tiene una concentracién media de 630 mg de globulina Gc por litro (kg = 1). La recuperacién
total del procedimiento de extraccién da como resultado aproximadamente 45 g de globulina Gce, equivalente a 120
mg por kg de plasma de partida y 1,2 g de globulina Gc por kg de pasta I'V.

La solucién concentrada que contiene globulina Ge constituye el material para las posteriores etapas de purifica-
cién del procedimiento partiendo de una etapa de cromatografia de intercambio anidnico cargando un volumen de la
solucién que contiene aproximadamente 1.200 mg de globulina Ge (Ejemplo 1). El rendimiento del procedimiento de
purificacion es de aproximadamente 835 mg de globulina Ge que corresponde a una recuperacion de aproximadamente
el 70% de la globulina Gc presente en la solucién usada y un factor de purificacién de 33 relativo al extracto de partida
y 246 relativo al plasma. La pureza de la preparacion final es elevada, la globulina Gc constituye aproximadamente el
91% del contenido total de proteina.

Ejemplo 5
Preparacion de globulina Gc para uso terapéutico para pacientes IgA deficientes (comparativo)

Cuando se usa una fraccién IV de Cohn como material de partida para la purificacién, la preparacion final de
globulina Gc puede contener IgA en una cantidad de hasta el 10% del contenido de globulina Ge. Se sabe que el déficit
de IgA es bastante comiin, con una prevalencia de aproximadamente el 1,25 por mil y que la inyeccién intravenosa de
IgA puede dar como resultado graves efectos laterales tales como reacciones anafilacticas. Se puede obtener globulina
Gc de pureza muy elevada con solamente cantidades de trazas de IgA, no superoires al 0,1%, llevando a cabo una
etapa de cromatografia de exclusion de tamafio después del procedimiento de purificacién de la presente invencion,
incrementando de este modo la seguridad de un producto de globulina Gc para uso terapéutico.
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Antes de llevar a cabo la cromatografia de exclusién de tamaiio la preparacidn de globulina Gce eluida a partir de
la segunda columna de Q Sepharose se concentra fuertemente por ultrafiltracion empleando una membrana con un
corte de peso nominal dentro del intervalo de 10.000-50.000 Da. Un tipo preferido de membrana es una membrana
de polisulfona con un corte de 30.000 Da, obtenida a partir de Sartorius o Millipore. La preparacién concentrada de
globulina Gc se carga sobre una columna envasada con una resina de exclusidn de tamaiio, tal como Superdex 200
Prep Grad (Amersham Pharmacia Biotech) y se equilibra con PBS, pH 7,3. La cromatografia de exclusion de tamafio
tiene dos propdsitos, una purificacién y una etapa de cambio de tampon.

El material cargado puede constituir un volumen igual al 3% del volumen de columna envasada. IgA y globulina
Gc se eluyen en forma de picos separados de proteina, y el material que se eluye como el pico de globulina Gc se
recoge como la preparacién final de globulina Ge de pureza muy elevada.

Los expertos en la técnica de la purificacién de proteinas juzgardn que se pueden usar otras resinas que poseen
la capacidad de separar IgA de globulina Gc para la cromatografia de exclusién de tamafio. Ademas, otros tampones
fisiolégicamente aceptables pueden cambiar el PBS para la cromatografia de exclusién de tamaiio.

Esta preparacion de globulina Ge esencialmente mermada de IgA se puede filtrar facilmente a través de un nano-
filtro antes de su formulacién como un producto final de globulina Ge.

Ejemplo 6

Procedimientos de diagndstico para cuantificar la globulina Gce, tanto la concentracion total como la globulina Ge
desligada/complejada

La concentracion total de globulina Gc, y la cantidad de globulina Gce libre y unida a actina en muestras sanguineas
de pacientes, se mide usando un ensayo ELISA competitivo de fase sélida e inmunoelectroforesis cruzada, respectiva-
mente. La muestra sanguinea se centrifuga, y se recoge el suero para el andlisis. Para la determinacién cuantitativa de
la concentracion total de globulina Gce, se recubren placas de microtitracién con globulina Gc humana purificada, se
bloquean con tampén (tris S0 mM, pH 7.5, Tween 20 al 1%, NaCl 0,3 M), seguido de la incubacién con diluciones de
sueros de pacientes y anticuerpo monoclonal contra globulina Gc humana. Los anticuerpos unidos de fase sélida se de-
tectan usando inmunoglobulinas de cabra conjugada con fosfatasa alcalina contra inmunoglobulina de ratén, seguido
de revelado de color con paranitrofenil fosfato. La concentracién total de globulina Gc en el suero se puede estimar a
partir de un estdndar de globulina Gc. Para estimar la relacién de globulina Ge libre y complejada de actina, se analiza
entonces el suero por inmunoelectroforesis cruzada. El suero se somete a una primera electroforesis de dimensién en
geles de agarosa al 1%, se sumerge en tampon tris-tricina, pH 8,6. Las lineas se cortan y se someten a una segunda
electroforesis de dimensién en geles de agarosa al 1% que contienen inmunoglobulinas de conejo levantadas contra la
globulina Gc humana desnaturalizada (con especificidad tanto para globulina Gc nativa como desnaturalizada; dilu-
cién 1:100). La electroforesis se lleva a cabo a 2 V/cm durante una noche, y los inmunoprecipitados se detectan por
coloracion con azul brillante de Commassie. La movilidad de la globulina Gc complejada de actina es mas rapida que
la globulina Gc libre, que da como resultado dos inmunoprecipitados. El grado de globulina Gc complejada contra
libre en suero se determina midiendo el drea bajo los dos precipitados. La inmunoelectroforesis cruzada se puede
usar bien en combinacién con un estdndar de globulina Gc para calcular directamente la globulina Ge o el ensayo
puede proporcionar valores en porcentajes de globulina libre/unida, que por comparacién con la determinacién de
concentracion de fase sélida se puede usar para estimar la concentracion de globulina Ge libre/unida.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de purificacién a gran escala de globulina Gc que comprende las etapas de cromatografia de
intercambio i6nico y de ultra- y/o diafiltracién.

2. Procedimiento de purificacion segtn la reivindicacién 1 en el que la etapa de cromatografia comprende tanto la
cromatografia de intercambio anidénico como la cromatografia de intercambio catiénico.

3. Procedimiento de purificacion segun la reivindicacion 2 en el que la etapa de cromatografia comprende
i. cromatografia de intercambio aniénico seguida de
ii. cromatografia de intercambio catiénico y
iii. cromatografia de intercambio aniénico.
4. Procedimiento de purificacién segun la reivindicacién 1 en el que las etapas comprenden
a. cromatografia de intercambio anidnico
b. ultrafiltracién/diafiltracién
c. cromatografia de intercambio catiénico
d. cromatografia de intercambio aniénico.

5. Procedimiento de purificacion segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende una o més etapas de
reduccién viral.

6. Procedimiento de purificacién segun la reivindicacién 5 en el que una etapa de reduccion viral consiste bien en
afiadir una cantidad virucida de una mezcla de al menos un disolvente no desnaturalizante y al menos un disolvente, o
la eliminacién de virus por filtracion.

7. Procedimiento de purificacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el que las etapas comprenden

A. opcionalmente filtracién y/o ultrafiltracién/diafiltracién de la solucién que contiene globulina Ge
cromatografia de intercambio aniénico

ultrafiltracion/diafiltracion

cromatografia de intercambio catiénico

m 9 n w

reduccion viral afiadiendo una cantidad virucida de una mezcla desnaturalizante de al menos un detergente
no desnaturalizante y al menos un disolvente

F. cromatografia de intercambio aniénico
G. ultrafiltracién/diafiltracion
H. reduccioén viral por nanofiltracién
8. Procedimiento de purificacion segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el que las etapas comprenden
A. opcionalmente filtracién y/o ultrafiltracién/diafiltracién de la solucién que contiene globulina Gc
cromatografia de intercambio aniénico
ultrafiltracién/diafiltracion

cromatografia de intercambio catiénico

m O 0 =

reduccion viral afiadiendo una cantidad virucida de una mezcla desnaturalizante de al menos un detergente
no desnaturalizante y al menos un disolvente

™

cromatografia de intercambio aniénico

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 305 272 T3

G. ultrafiltracién
H. cromatografia por exclusién de tamafio
I. reduccion viral por nanofiltracién.
9. Procedimiento de purificacién segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en el cual el material de partida es un
sobrenadante, una suspension, una fraccién bruta de proteinas plasmaticas, un producto lacteo, calostro que contienen

globulina Gc o un material recombinante que contiene globulina Gc.

10. Procedimiento de purificacion segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el cual el material de partida es
una fraccion bruta de proteinas plasmaticas.

11. Procedimiento de purificacién segun la reivindicacion 10, en el cual la fraccién bruta de proteinas plasmaticas
es una fracciéon IV de Cohn o una combinacién de fracciones I, II, Il y IV.

12. Procedimiento de purificacidon segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 seguido de una etapa de degli-
cosilacion de la globulina Ge purificada.

13. Uso de una preparacién que comprende globulina Gc purificada obtenida por el procedimiento de purifica-
cion seglin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12 para la fabricacién de un medicamento para su uso contra la
intoxicacién con productos medicinales, por ejemplo el paracetamol.

14. Procedimiento de diagndstico que determina la cantidad de globulina Gc libre y la cantidad de globulina Gc
unida a actina a partir de una muestra sanguinea por inmunoelectroforesis cruzada.
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