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The present invention relates to processes for the
purification of fibrinogen, and to readily solubilised
fibrinogen preparations.

Fibrinogen is a blood plasma protein which is
concerned in clot formation. It is converted into
fibrin monomer by the action of the plasma protease
thrombin. ¥Fibrin monomers cluster together to form a
weak clot and are then cross-linked by the action of
activated factor XIII (i.e. factor XIIIa) to a form a
stronger clot. Fibrinogen is used in therapy in
combination with thrombin in the so-called fibrin
sealants to achieve haemostasis, to seal wounds and for
the controlled adhesion of tissue. Fibrinogen
concentrates are also used for replacement therapy
treatment of patients with fibrinogen deficiency
(afibrinogenaemia) which may be inherited or acquired.

For all clinical applications, it is important to
have highly pure fibrinogen in order to minimise any
undesirable side effects resulting from, for example,
the ‘presence of unwanted contaminating proteins. 1In
particular, it is deseirable for fibrinogen preparations
for clinical use to be free of plasminogen and plasmin
{(Blomback B., Blomback M., "Purification of human and
bovine fibrinogen", Arkiv for Kemi 1956; 10:415-443, and
Mosesson M.W., "The preparation of human fibrinogen free
of plasminogen®, Biochim Biophys Acta 1962, 57:204-213).
Plasminogen is the inactive precursor of plasmin, a
fibrinolytic enzyme which digests fibrin clots.
Therefore the presence of plasminogen in a fibrinogen
preparation intended for use in vivo is undesirable
because any plasmin éenerated from the plasminogen at
the site of clot formation may then destabilise the
clot.

Plasminogen tends to co-purify with fibrinogen and
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its removal can be difficult. Some clinical fibrinogen
preparations therefore contain anti-fibrinolytic agents
to inhibit any plasmin or plasminogen present {e.g.
aprotinin, a bovine protein inhibitor of plasmin; or-
tranexamic acid, a synthetic plasmin inhibitor also
assoclated with neurotoxic side-effects). One advantage
of separating plasminogen from fibrinogen is that there
ia then no need to use such fibrinolytic inhibitors in
the clinical fibrinogen preparation.

In addition, it is highly desirable that fibrinogen
derived from human or animal sources is treated to
inactivate any blood-borne viruses which may be present,
for example hepatitis virus or HIV. Various methods of
virus inactivation are known in the art, including
pasﬁeurisation, dry heat treatment and solvent-detergent
treatment (Pathogen Inactivation of Labile Blood
Products, Council of Europe Expert Committee and Blood
Transfusion Study Group on Pathogen Inactivation in
Labile Blood Productas, Transfusion Medicine, 2001, 11,
149-175).

Dry heat treatment is known to be effective for the
inactivation of both enveloped and some non-enveloped
viruses, whilst solvent-detergent treatment is known to
be effective for the inactivation of enveloped (i.e.
lipid coated) viruses such a hepatitis B.

Various methods for the purification of fibrinogen
are known in the art. However, prior art purification
methods suffer from various disadvantages. For example,
precipitation methods do not allow easy incorporation of
a solvent-detergent (SD) virus inactivation step, as the
removal of SD reagents is much more efficiently effected
chromatographically. Chromatography methods may not
separate fibrinogen from plasminogen in a single step,
which may lead to the need for additional chromatography
to adsorb plasminogen, or the need to add an
anti-fibrinolytic agent to the final fibrinogen
preparation to combat residual plasminogen. In
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addition, not all the prior art methods are suitable for
the purification of fibrinogen from a wide range of
fibrinogen-containing solutions (including plasma and
recombinant fractions).

US 5,169,936 has previously suggested that
immobilised metal ion affinity chromatography (IMAC)
might be used in the preparation of human fibrinogen.
However, no examples of such a method are disclosed, nor
is there any suggestion that IMAC might be used for the
separation of fibrinogen from plasminogen.

It is also known that the digsolution of fibrinogen
concentrates can be difficult, and often requires the
use of elevated temperatures or prolonged stirring (see
US 5,260,420 and EP-A 0804933). Due to the instability
of liquid solutions of fibrinogen over time, fibrinogen
preparations for clinical use are marketed either in the
form of a deep-frozen solution or as a lyophilisate
(i.e. a freeze dried preparation). Before use, the
commercial product must be either thawed or

~ reconstituted from the lyophilisate. Both these

measures require significant time and effort.

It would therefore be advantageous to provide
alternative methods for the purification of fibrinogen,
in particular a method which is applicable to any
fibrinogen containing starting material and which allows
incorporation of one or more virus inactivation steps.
It would also be advantageous to provide a method for
the separation of fibrinogen from plasminogen.
Furthermore, it would be advantageous to provide a
lyophilised, and preferably heat treated, fibrinogen
concentrate which can be readily redissolved at room
temperature.

In one agpect, the present invention therefore
provides a method for the separation and purification of
fibrinogen and at least one other protein which
comprises the stepsa of:

{(a) loading a solution comprising fibrinogen and at

X

PCT/GB2003/002928 Q :



-}

WO 204007533

10

15

20

25

30

35

PCT/GB2003/002928

- 4 -

least one other protein onto an immobilised metal ion
affinity chromatography matrix under conditions such
that the fibrinogen and the at least one other protein
both bind to the matrix, and

(b) selectively eluting the fibrinogen and the at
least one other protein separately from the matrix. The
fibrinogen and the at leaast one other protein may be
collected separately and each processed further as
required. '

Preferably, the solution comprising fibrinogen is a
fibrinogen-containing plasma fraction. Preferably, the
at least one other protein is plasminogen.

In a further aspect, the present invention provides
a method for the aseparation of fibrinogen from
plasminogen comprising use of immobilised metal ion
affinity chromatography. Preferably, the method
comprises the steps of:

(a) loading a solution comprising fibrinogen and
plasminogen onto an immobilised metal ion affinity
chromatography matrix under conditions such that at
least the fibrinogen binds to the matrix, and

(b) selectlvely eluting the fibrinogen from the
matrix. Preferably the plasminogen also binds to the
matrix, and the plasminogen and the fibrinogen may be
selectively eluted separately from the matrix.

As used herein, references to the separation and/or
purification of fibrinogen include the joint separation
and/or co-purification of fibrinogen and factor XIII
together from starting materials comprising both
fibrinogen and factor XIII.

The starting material for the methods of the
invention may be any fibrinogen-containing solution,
including human or animal plasma or a plasma fraction,
cell culture fractions from recombinant technology,
fractions derived from milk from transgenic animals,
etc. Preferred starting materials are plasma fractions
such as cryoprecipitate, heparin precipitate and cold
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precipitate. More preferred starting materials include
heparin precipitate and cryoprecipitate. Other
preferred starting materials include those further
comprising plasminogen and/or factor XIII.

The starting material may be prepared by any
suitable method known in the art, including via gene
manipulation, for example in cell culture or transgenic
species. For example, cryoprecipitate may be prepared
according to the method of Gunson H.H., Bidwell E., Lane
R.S., Wensley R.T., Snape T.J., "Variables involved in
cryoprecipitate production and their effect on Factor
VIII activity", British Journal of Haematology,
1978;43:287 -~ 295; heparin precipitate may be prepared
according to the method of Winkelman L., Owen N.E.,
Evanse D.R., Evans H.B., Haddon M.E., Smith J.X., Prince
P.J., Williams J.D., Lane R.S., "Severely heated
therapeutic Factor VIII concentrate of high specific
activity", Vox Sanguinis, 1989;57:97 - 103; and cold
precipitate according to the method of Smith J.K., Evans
D.R., Stone V., Snape T.J., "A Factor VIII concentrate
of intermediate purity and higher potency®, Transfusion,
1979;19:299 - 306.

Unwanted contaminants in the starting material
which may be separated from the fibrinogen using the
methods of the invention may include other proteins (for
example plasma proteins such as plasminogen), reagents
from earlier processing steps (for example elements of
cell culture media or solvent-detergent reagents),
viruses and prions. It is particularly preferred that
plasminogen be removed, so that the addition of plasmin
inhibitors (anti-fibrinolytic agents) to the fibrinogen
may be avoided.

The fibrinogen-containing solution is loaded onto
an IMAC matrix. Preferably, the matrix is present in a
column for ease of processing. Any suitable metal ion
may be used, for example copper, zinc or nickel,
preferably copper. Suitable immobilised metal ion
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affinity chromatography gels for use in the process of
the invention include methacrylate gel with
multi-substituted ligands on the side chain spacers
(e.g. Fractogel EMD Chelate from Merck), methacrylate
gel with single chelating groups on the spacer arm (e.q.
Toyopearl Chelate from Tosoh Biosep) and cross-linked
agarose gel (e.g., chelating Sepharose FF from Amersham
Biosciences). A preferred gel is Toyopearl AF chelate
650(M) from Tosoh Biosep.

The loading conditions, including the buffer used,
should be chosen such that the fibrinogen, and any
factor XIIXI if present, in the starting material are
bound to the gel. Unwanted contaminants which do not
bind to the gel may then be removed by washing. For
example, if the starting material has previously been
subjected to a solvent-detergent inactivation step, any
solvent or detergent reagents remaining do not bind to
the gel and are easily removed by washing.
Alternatively, if the unwanted contaminants bind to the

~gel they may be removed by selective elution before the

fibrinogen is eluted, or they may remain bound to the
gel whilst the fibrinogen is selectively eluted.
Additionally, washing the gel and bound protein(s) may
also help to remove any viruses which may be present in
the chromatography feedstocks.

It has been found that plasminogen binds less
tightly than fibrinogen or factor XIII to metal chelate
chromatography gels. Any plasminogen present in the
starting material may therefore be removed by washing,
by selective elution using a low concentration solution
of low molecular weight competitive chelating compound,
or by changing conditions so as to reduce the binding
strength, for instance by reducing the pH or ionic
strength, whilst the fibrinogen remains bound. Suitable
chelating compounds include amino acids, for example
alanine, leucine and lysine, imidazole, citrate galts
and ethylenediaminotetraacetic acid (EDTA). A preferred
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chelating compound for the elution of plasminogen is
alanine. The concentration of the chelating compound
should be choeen such that plasminogen is eluted whilst
the fibrinogen remains bound to the gel. The exact
concentration will depend on the eluant used. For
example, concentrations of < about 20mM should
selectively remove plasminogen in the presence of bound
fibrinogen. Suitable concentrations for the elution of
plasminogen include < 20mM of alanine or leucine, < 10mM
lysine and < 10mM imidazole.

The fibrinogen may then be eluted using a higher
concentration of the same or a different chelating
compound, or by reducing the pH or ionic strength.
Preferred chelating compounds for the elution of
fibrinogen are amino acids, preferably lysine or
arginine, and imidazole. A more preferred eluant
comprises arginine. For example, the fibrinogen may be
eluted uging a > 20mM solution of the chelating
compound. The conditions for the elution of the
fibrinogen (concentration and pH) should be chosen such
that the fibrinogen is removed from the gel but the
metal ion is not, in order to minimise contamination of
the product with metal ions.

Removal of plasminogen is advantageous as the
fibrinogen may then be used clinically without the need
for addition of any anti-fibrinolytic to the clinical
preparation. A further advantageous feature is that the
plasminogen which has been separated from the fibrinogen
by IMAC may then be further processed to yield a
plasminogen concentrate for clinical use. IMAC may
therefore be used to prepare both plasminogen and
fibrinogen from a starting solution comprising both
plasminogen and fibrinogen.’

It is an advantageous feature of the processes of
the invention that any factor XIII in the starting
material tends to co-elute with the fibrinogen. The
presence of measurable (>1u/ml) factor XIII in the final
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fibrinogen preparations may be beneficial if the
fibrinogen ias to be used clinically. It has been shown
that the concentration of factor XIII has an effect in
some in vitro tests of fibrin sealants, although there
is no evidence that factor XIII is required for clinical
efficacy, and fibrin sealant products with no measurable
factor XIII activity have been used with clinical
effect. When used in a blood environment (e.g. for
haemostasia), the patient's endogenous factor XIIT will
be present to effect clot cross-linking. Where this is
not the case it is possible that the presence of factor
XIIT in the product might be beneficial. Since factor
XITTI is a catalytic enzyme it can operate effectively
even at low concentration.

The present invention therefore further provides a
method the co-purification of fibrinogen and factor XIII
comprising use of immobilised metal ion affinity
chromatography. Preferably, the method comprises the
steps of:

(a) loading a solution comprising fibrinogen and
factor XIII onto an immobilised metal ion affinity
chromatography matrix under conditions such that the
fibrinogen and the factor XIII both bind to the matrix,
and

(b) selectively co-eluting the fibrinogen and the
factor XIII from the matrix.

Optionally, the fibrinogen-containing starting
material may be subjected to a solvent-detergent virus
inactivation treatment prior to the immobilised metal
ion affinity chromatography. Solvent detergent virus
inactivation may be carried ocut using reagentas and
methods known in the art (see for example US 4,481,189,
US 4,613,501 and US 4,540,573, all of which are hereby
incorporated by reference). Suitable solvents include
tri-n-butyl phosphate (TnBP) and ether, preferably TnBP.
Suitable detergents include polysorbate (Tween) 80,
polysorbate (Tween) 20 and Triton X-100. A preferred
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detergent is polysorbate 20 and a particularly preferreqd
combination is polysorbate 20 and TnEP.

The fibrinogen-containing fraction may be stirred
with solvent and detergent reagents at a temperature and
for a time sufficient to inactivate any enveloped
viruses that may be present. For example, the solvent
detergent treatment may be carried out for about 1 hour
at 25°C.

The fibrinogen recovered from the chromatography
step may then be further processed in order to formulate
it for pharmaceutical use. For example, it may be
concentrated by ultrafiltration to a concentration of
approximately 15-30 mg/ml, and/or subjected to a further
pathogen reduction step, for example nanofiltration.

The concentrate may then be formulated by the
addition of a combination of suitable stabilipers, for
example an amino acid, a carbohydrate, a salt, and a
detergent. Particularly preferably, the product is
formulated without the addition of any anti-fibrinolytic
agents or stabilising proteins such as albumin. The
formulated product may then be sterilised by filtration
and lyophiliged (freeze-dried) for long term storage.
Opticnally, the freeze-dried product may be subjected to
a dry heat treatment in a further virus inactivation
step. For example, it may be heated to about 80°C for
about 72 hours or about 100°C for about 24 hours.

The combination of the amino acid, salt,
carbohydrate and detergent used to formulate the
fibrinogen product agsists in stabiliring it across the
freeze-drying and terminal heat treatment step. It also
facilitates the reconstitution of the freeze-dried
product. In particular, the stabilisers help stabilise
any factor XIII present in the product, which is known
to be highly labile.

The lyophilised and heat treated product may be
reconstituted with water at ambient temperature in less
than 15 minutes, preferably less than 10 wminutes and
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most preferably less than 5 minutes to provide a
solution of fibrinogen with a concentration of at least
about 60 mg/ml.

It is an advantageous feature of the procesa of the
invention that plasminogen is removed, thus avoiding the
need for the addition of anti-fibrinolytic agents to the

final fibrinogen preparation.

As a further feature of the invention there is
therefore provided a lyophilised, preferably heat-
treated, fibrinogen preparation comprising fibrinogen
prepared according to one of the methods of the
invention, a carbohydrate, a buffer, a salt, an amino
acid and a detergent, and optionally factor XIII, the
preparation being capable of dissolution in water at
ambient temperature in less than 15 minutea, preferably
leas than 10 minutes and more preferably less than 5
minutes to give a fibrinogen solution. Preferably the
concentration of fibrinogen in the final solution is at
least about 60 mg/ml.

Without wishing to be bound by any theory, it is
believed that combination of the salt, the detergent,
the amino acid and the carbohydrate facilitate rapid
dissolution of the preparation. The carbohydrate is
also believed to help preserve any factor XIII activity

present. The buffer controls the pH of the formulation.

The use of a combination of a carbohydrate, a buffer, a
salt, an amino acid and a detergent in the preparation
also stabilises the fibrinogen, and any factor XIII
present, without the need to add any other stabilisers,
for example other proteins such as albumin. This is
advantageous as addition of other proteins may be a
source of viral or other contamination of the product.
The fibrinogen preparations of the invention are thus
free of stabilising proteins, in particular albumin.

Preferably, the fibrinogen preparations of the invention

are also free of anti-fibrinolytic agents.
Suitable amino acids include arginine, suitable

'\
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carbohydrates include sucrose, trehalose and raffinose,
preferably sucrose, suitable buffers include citrate
salts (e.g. sodium citrate) and phosphate salts (e.q.
sodium phosphate), suitable salts include sodium
chloride and suitable detergents include polysorbate 20.

Preferably, the detergent used in the final
formulation is the same detergent used for any earlier
solvent detergent virus inactivation step, the amino
acid formulant is the same one used to elute the
fibrinogen from the metal chelate column, and the salt
and buffer components are the same ones used during used
during purification thereby avoiding the need to remove
trace amounts of these components from the product. It
is also desirable to minimise the exposure of the
product to a multiplicity of reagents during
manufacture, as each reagent used is a source of
posesible contamination or unwanted modification of the
product. Thus it is preferable if the final product
formulants are reagents which have already been used
during processing.

Suitable concentrationas of the various components
will depend on the exact nature and source of the
fibrinogen and may be determined using routine trial and
error experiments. Suitable concentration ranges before
freeze drying include:

carbohydrate (preferably sucroee): about 0.5~

2.5%w/w;

detergent (preferably polysorbate 20): about 0.1-

0.5%w/w;

salt (preferably sodium chloride): about 50-250mM,

preferably about 50mM;

amino acid (preferably arginine): about 50-120mM,
preferably about 110mM.

Bufficient buffer is added to control the pH as desired,
for example at about pH 7.5.

Preferred formulations comprise about 0.5-2.5%w/w

sucrose, about 0.1-0.5%/w polysorbate 20, about 50-
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250mM, more preferably about 50mM, sodium chloride, and
about 50-120mM arginine at about pH 7.5.

The fibrinogen preparations of the invention are
prepared by forming a solution of the components and
then lyophilising the solution. After lyophilisation,
the dry preparation is preferably subjected to a
terminal heat treatment step in order to inactivate
enveloped and non-enveloped viruses. For example, it
may be heated to about 80°C for about 72 hours, or to
about 100°C for about 24 hours. Heat treatment is known
to be able to denature proteins, which can cause
aggregation and reduce the golubility of the heat
treated product. The other ingredients in the
preparations of the invention help to stabilise the
fibrinogen, and any factor XIII present, during the heat
treatment step.

A more detailed description of preferred
embodiments of the invention is now given:

Crvoprecipitate recovery from plasma

Frozen human plasma may be conditioned at around -11°C,
thawed to between -0.5 and 2°C and the resulting
cryoprecipitate recovered by .centrifugation. The
cryoprecipitate may be washed at < 4°C and recovered by
centrifugation. The cryoprecipitate may be stored
frozen.

Precipitati

The cryoprecipitate may be thawed with buffer (i.e.
redisasolved) to recover the proteins contained therein.
The fibrinogen, fibronectin and factor XIII may then be
precipitated using a suitable chemical agent, for
example heparin, polyethylene glycol (PEG) or ethanol,
or by adjustment of temperature and pH. The preacipitate
is then recovered, for example by centrifugation. This
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precipitate may be stored frozen.

B . £ 1} initat

The heparin or other precipitate may then be resuspended
using an appropriate buffer and mixing for a suitable
time and at a suitable temperature. The resulting
preparation may then be clarified, for example by depth
filtration or centrifugation, prior to 0.45 um
filtration or smaller to remove any aggregates which may
be present and which might shield viruses from the
solvent-detergent inactivation reagents.

Solvent detergent treatment

Solvent and detergent may then be added to the filtrate,
and the mixture stirred at a suitable temperature so as
to inactivate enveloped viruses. The solvent is
preferably tri-n-butyl phosphate (TnBP}, whereas the
detergent can be polysorbate 20, polysorbate 80 or
Triton X-100, preferably polysorbate 20.

Chromatography

The solvent detergent treated material may then be
applied directly to a metal chelate chromatography
column, where the metal ion can be copper or any other
suitable ion. Buffer conditions and loading are such
that the solvent and detergent components are not
retained by the adsorbent whereas fibrinogen is. Any
plasminogen which is bound may then be selectively
eluted using a low concentration of a low molecular
weight chelating compound, for example alanine. The
eluate wash fraction containing the plasminogen may then
be further processed to yield a concentrate of
plasminogen which may be used clinically. The
fibrinogen may then be eluted at high yield using a
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higher concentration of the same or another chelating
compound, for example arginine. Factor XIII is co-

eluted with the fibrincgen. Fibrinogen is generally
present in the eluate at concentrations of about 3-20

mgy/ml .

The column elution may be monitored by any suitable
method, for example by UV absorbance at a wavelength of
280 nanometres. This gives a measure of the protein
concentration in the eluate and can be used to cue
fraction collection and/or buffer changes.

Concentration

Optionally, the fibrinogen eluate may be concentrated
using ultrafiltration to give final concentrations of
about 15-30 mg/ml, preferably about 20-25 mg/ml.

Formulation

The fibrinogen concentrate may be formulated by the
addition of a combination of an amino acid, a
carbohydrate, a buffer, a salt and a detergent. The
formulated product may then be sterilised by filtration
to 0.2 ym and filled. Such filtration may remove or
reduce viruses and other pathogens, for example the
causative agent of Transmissible Spongiform
Encephalopathiea (TSE), currently believed to be prions.
The formilation buffer (and freeze-drying conditions)
are preferably chosen such that the fibrinogen plug may
be reconstituted in water at room temperature in less
than 10 minutes. A preferred formulation is 110 mM
arginine, 1.5% w/w sucrose, 0.1% w/w polysorbate 20, 50
mM NaCl, 10 mM trisodium citrate.

Freeze-dryina and heat treatment
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The product is freeze dried and then optionally heat
treated at elevated temperatures in order to inactivate
enveloped and non-enveloped viruses.

Microbiological contamination during the process is
minimised by suitable sanitization of the IMAC medium
and by filtration of buffers to remove bacterial
contamination {e.g. by use of 0.2um filters).

The fibrinogen prepared using the process of the
invention may be used clinically, either alone or in
combination with thrombin in a fibrin sealant kit. The
present invention therefore also provides fibrinogen
obtained according to the process of the invention, for
use in therapy, and pharmaceutical kits comprising
fibrinogen obtained according the process of the
invention in combination with thrombin. Preferred are
kits comprising fibrinogen prepared according to the
proceas of the invention and thrombin prepared according

to the applicant's co-pending PCT application No.

(unknown) entitled "Process for the preparation of
thrombin® filed on 7 July 2003 claiming priority from UK
patent application No. 0216002.6 filed on 10 July 2002,
the disclosure of which is hereby incorporated by
reference.

The invention will be further illustrated with reference
to the following non-limiting Examples.

Fibrinogen was measured using the following methods:
Heat Precipitation Assay based on a method published by
Desvignes, P. and Bonnet, P., "Direct Determination of
Plasma Fibrinogen levels by Heat Precipitation. A
comparison of the Technique against Thrombin Clottable
Fibrinogen with Spectrophotometry and Radial Immune
Diffusion", Clinica Chimica Acta, 110 (1981), 9-17.
Clot Time assay based on the method of Clauss (Clauss,
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A., Gerinnungsphysiologiasche Schnellmethode zur
Bestimmung des Fibrinogens. Acta Haematol 1957; 17:234-
46) . Total Clottable Assay based on a method by
Blomback and Blomback, Arkiv fur Chemi., 1956,Chapter
10, 415-443,

Factor XIIT was measured by photometric determination
(standard - normal human plasma). The method waa based
on the following references:

Fickenscher, K., Aab, A., Stiber, W., "A Photometric
Assay for Blood Coagulation Factor XIII", Thromb.
Haemostas. 65 (1991), 535-540 and Solleder, E., Demuth,
D., Pfeiffer, C., Bomhard, M., Mayer, J., Eller, T.,
Brauer, P., Keller, F., Grun, J., Fickenscher, X.,
Wagner, C., "Klinische Prufung eines neuen
photometrischen Tests zur Bestimmung der Factor XIII
Aktivitat im Plasma®, Lab Med. 16 (1592), 48-53,.

Plasminogen and factor XIII were measured by ELISA.
Example 1: Cryoprecipitate recovery from plasma

Plasma was stored at less than -30°C until use. The
required weight of plasma was then conditioned at -11°C
before stripping the packaging. The plasma pool was
then thawed at <2.5°C in order to recover the
fibrinogen, factor VIII, von Willebrand factor (vWF) and
fibronectin cryoprecipitate from the plasma. This
precipitate was recovered by centrifugation and stored
frozen.

le 2: Precipitati

Cryoprecipitate prepared according to Example 1 was
resuspended in 20 mM Tris/HCl pH 6.7 to a ratio of
0.024x the net plasma pool weight and thawed by warming
to between 20 and 40°C for >20 minutes. The pH was then
adjusted to 6.55 with 0.1 M HCl. A stock heparin
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sBolution was then added to give a final concentration of
0.88 mg/ml and the resulting mixture stirred for >2
minutes. This resulted in the precipitation of
fibrinogen and fibronectin leaving factor VIII and vWF
in solution. The heparin precipitate was then recovered
by centrifugation. This precipitate may be stored
frozen.

Example 3: Resguspension of the precipltate

Heparin precipitate prepared according to Example 2 was
resuspended in 20 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 10 mM trisodium
citrate, 0.5 M NaCl pH 6.0 in a ratio of 1 part
precipitate to 5 parts buffer. This suspension was then
warmed to 40°C and incubated with mixing for »1 hour.
The resuspended heparin precipitate was then clarified
by filtration through two depth filters (Cuno 05SP and
Cuno 30LA) and a membrane filter (Sartobran 0.65/0.45
gm) to ensure the removal of aggregates which may shield
viruses from the subsequent solvent detergent treatment.

Example 4: Solvent detergent treatment

A solvent detergent stock solution of 20% v/v
polysorbate 20 and 6% v/v TnBP was then added to the
filtrate to give a final concentration of 1% v/v
polysorbate 20 and 0.3% v/v TnBP. The resulting mixture
was then stirred for not less than 1 hour at room
temperature.

Example 5: Chromatography

The solvent detergent treated heparin precilpitate
prepared according to Example 4 was loaded onto a copper
charged Toyopearl AF chelate 650(M) column which had
been pre-equilibrated with not less than 5 bed volumes
of buffer 1 (EWl: 20 mM NaH,P0,/Na,HPO,, 10 mM trisodium



WO 2004/007533 PCT/GB2003/002928

10

15

20

25

30

35

_18_

citrate, 0.5 M NaCl pH 6.0). The column was then loaded
with 3 bed volumes of treated heparin precipitate. The
rate of loading was no greater than 77 cm/hr. The bed
was then washed with 18 bed volumes of buffer 1. The
bound plasminogen was washed off using 15 bed volumes of
buffer 2 (EW2: 20 mM Na,HPO,, 15 mM alanine, 0.5 M NaCl
pH 7.5). The eluted plasminogen may be further
processed to yield a concentrate which may be used
clinically. Buffer conditions were then adjusted using
5 bed volumes of buffer 3 (EW3: 10 mM trisodium citrate,
50 mM NaCl pH 7.0). The bound fibrinogen was then
eluted using sufficient bed volumes of buffer 4 (EW4: 50
mM arginine, 10 mM trisodium citrate, 50 mM NaCl pH 7.S)
such that the A280nm (UV absorbance at a wavelength of
280 nm) returned to baseline. The copper ions were then
stripped from the resin using 5 bed volumes of 20 mM
Na,HPO,, 0.25 M NaCl, 50 mM EDTA pH 7.0.

Example 6: Concentration

-fhe eluted fibrinogen prepared according to Example 5

was concentrated using a 100 kDa molecular weight cut
off membrane (Sartocon Sartorius). The membrane was
pre-washed using 50 mM arginine, 10 wmM trisodium
citrate, 50 mM NaCl pH 7.5. The target concentration £
fibrinogen was 22 mg/ml.

Example 7: Formulation

The concentrated fibrinogen solution prepared according
to Example 6 was formulated by the addition of 710 mM
arginine, 16.5% w/w sucrose, 1.1% w/w polysorbate 20, 50
mM NaCl, 10 mM trisodium citrate pH 7.5 at a ratio of
1:10. The final formulation concentrations were 110 mM
arginine, 1.5% w/w sucrose, 0.1 % w/w polysorbate 20, 50
mM NaCl, 10 mM trisodium citrate. The formulated
product was then filtered to 0.2 um (Sartobran 0.45/0.2

/%
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pm, Sartorius).
Example 8: Freeze-drying and heat treatment

The product of Example 7 was aseptically filled into
glass vials at 15 ml per vial and then freeze dried,
stoppered and over sealed. The vials were heat treated
at 80°C for not less than 72 hours in order to

inactivate non-enveloped and enveloped viruses.

1274 g of heparin precipitate (prepared according to
Example 2) was re-suspended in a 5 fold volume of 20 mM
NaH,PO,/Na,HPO,, 10 mM trisodium citrate, 0.5 M NaCl pH
6.0 at 40°C in a water bath with constant stirring for
greater than 1 hour. The resultant solution was
filtered to 0.45 pgm with the Cuno 058P, Cuno 30LA and
Sartobran P 0.65/0.45 um filter train. The solvent
detergent mixture was then added to give final
concentrations of 1% v/v polysorbate 20 and 0.3% v/v
TnBP. The mixture was then stirred at room temperature
for 1 hour.

6391 g of solvent detergent treated heparin precipitate
was loaded onto 2123 mL of Toyopearl AF Chelate 650 (M)
resin packed into a Amicon Vantage 130 column to give a
settled height of 16 cm. The chromatography column was
sanitised using 5 bed volumes of 0.5 M NaOH and
equilibrated with approximately S bed wvolumes of buffer
1 (EWl, 20 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 10 mM trisodium citrate,
0.5 M NaCl pH 6.0). Thia was washed through with
approximately 5 bed volumes of distilled water. The
reain was then charged with metal ions using
approximately 5 bed volumes of a 3 mg/ml copper sulphate
solution. Loosely bound metal ions were removed using
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approximately 5 bed volumes of 50 mM arginine, 10 mM
trisodium citrate, 50 mM NaCl pH 7.5 and then
approximately 10 bed volumes of buffer 1.
then applied, and the bed then washed with
approximately 18 bed volumes of buffer 1.

The load was

The bound
plasminogen was washed off using approximately 16 bed
volumes of buffer 2 (EW2: 20 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 15 mM
alanine, 0.5 M NaCl pB 7.5). Buffer conditions were
then adjusted using approximately 5 bed volumes of
buffer 3 (EW3: 10 mM trisodium citrate, 50 mM NaCl pH
7.0). The bound fibrinogen was then eluted using
approximately 5 bed volumes of buffer 4 (EW4: 50 mM
arginine, 10 mM trisodium citrate, 50 mM NaCl pH 7.5).
The copper ions were then stripped from the resin using
approximately 5 bed volumes of 20 mM Na,HPO,, 0.25 M
NaCl, SO mM EDTA pH 7.0.

The concentrations and recovery data for fibrinogen,
plasminogen and Factor XIII are given in Table 1. The
clearance of TnBP and polysorbate 20 are given in Table
2.

Table 1
Sample | Volume Fibrinogen Factor XIII | Plasminogen
ml mg/ml U/ml L ug/ L3
ml
Load 6391 |11.81 | (100) 0.8 | (100) [ 43.9 | (100)
FT 6407 <l <B8.49 0.01 0.02
EW1l 31971 <l <42.36 | 0.01 6.25 0.03 0.34
BW2 33800 <1 <44 .78 } 0.05 1 33.06 | 7.74 |} 93.25
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EW3 10674 <l <14.14 | 0.05 | 10.44 | 0.20 |} 0.76
EP1 680
EP2 8943 6.45 76.43 | 0.32 | 55.98 | 4.00 | 12.75
EP3 2060
EDTA 9155 <l <12.13 0.01 | 0.03

Abbreviations used: FT = flowthrough; EWl =
equilibration wash 1; EW2 = equilibration wash 2; EW3 =
equilibration wash 3; EP1 = elution peak 1 (leading edge
of elution peak); EP2 = elution peak 2 (main elution
peak); EP3 = elution peak 3 (trailing edge of the
elution peyk).

Table 2
Sample | Volume TnBP Polysorbate 20
(ml) Conc. Recovery Conc. Recovery
(mg/1) (%) (mg/1) (%)
Load 6391 2500 (100) 13700 (100)
EP2 8943 6.9 0.3 38 0.4

Abbreviations used: EP2

peak) .

= elution peak 2 (main elution

The results showed that the three proteins, €ibrinogen,
plasminogen and factor XIII, were efficiently captured
on the Cu® loaded Toyopearl and then 93% of the loaded

plasminogen was selectively removed by washing with the
15mM alanine buffer (EW2). The eluted fibrinogen

product contained 76% and 56% of the applied fibrinogen
and factor XIII respectively. The clearance of solvent

detergent chemicals was also efficient: only 0.3 and
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0.4% of the applied TnBP and polysorbate 20,
respectively, were left in the product after
chromatography.

b

Two polysulphone Sartorius slice cassettes (0.1 m? each)

were assembled into a Sartorius membrane holder and
flushed with 7 1 deionised water.
spanitised with a 1 1 flush of 1 M NaOH warmed to 40°C
and then 5 1 of NaOH, recirculated for 1 hour.
system was then flushed with 10 1 deionised water at a

cross flow velocity of 880 ml/min. The membrane was

The assembly was

prepared with 5 1 of EW4 (50 mM arginine, 10 mM

trisodium citrate, 50 mM NaCl pH 7.5) with no applied

back-pressure at the same cross-flow velocity.

8960 ml of eluted fibrinogen fraction was applied at an
initial fibrinogen concentration of 5.24 wmg/ml at a
maximum inlet pressure and trans-membrane pressure of
1.4 and 0.7 bar (140,000 and 70,000 Pa) respectively.
The ultrafiltration took 1 hour 36 minutes and gave a
retentate of 1227 ml and 23.8 mg/ml fibrinogen.
average flux was 28.8 L/m’/h and predicted gelling

concentrations was 31.0 mg/ml.

Fibri

Several metal chelate chromatography gels were tested
for their ability to bind and subsequently release

fibrinogen. These are described in Table 3 below:

Table 3

The

The

Gel

Manufacturer

Base Matrix

Chelating
group
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Toyopearl | Tosoh Biosep | Methacrylate | iminodiacetic
Chelate acid
AF
Toyopearl {Tosch Biosep |Methacrylate | iminodiacetic
5 Chelate acid
AF
{modified
spacer
arm)
10 Fractogel |Merck Methacrylate | iminodiacetic
EMD acid
Chelate
Chelating |Amersham Cross-linked { iminodiacetic
Sepharose | Biosciences agarose acid
15 FF

20

25

30

35

The starting material was cryoprecipitate which

contained fibrinogen. This precipitate was redissolved
in Buffer I (20 mM sodium phosphate buffer containing
either 250 mM sodium chloride or 500 mM sodium chloride,
pH 7). The chelating gel was charged with metal ions
(copper, nickel or zinc) then equilibrated with Buffer
I. The rediassolved cryoprecipitate was applied to a
packed column containing the charged, equilibrated gel.
After all the material had been applied, the colum was
washed with Buffer I. The fibrinogen was eluted by
washing the column with Buffer II (20 mM sodium
phosphate, 0.05 M EDTA buffer containing either 250 mM
sodium chloride or 500 mM sodium chloride, pH 7) or
Buffer III (20 mM sodium phosphate, 50 mM arginine, 250
mM godium chloride, pH 7.5) or Buffer IV (20mM sodium
phosphate, 200mM arginine, 250mM sodium chloride pH7.0).

The results are shown in Table 4.

Table 4
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Gel Metal ion Fibrinogen Factor XIII
eluted, mg | eluted, u/mg
per ml of fibrinogen

gel

Toyopearl copper 38.7° 0.3
Chelate AF
(Tosoh

5 Biosep)

Toyopearl copper 24.1° 0.1
Chelate AF
(Tosoh
Biosep)

10 Toyopearl copper 35.6° 0.08
Chelate AF
(modified
gpacer arm)
(Tosoh
i5 Biosep)

Fractogel copper 30.8"° 0.26

- EMD Chelate
(Mexck)

Chelating copper 16.1° not tested

20 Sepharose FF
(Amersham

Biosciences)

Toyopearl zinc 23.5° 0.22
Chelate AF
25 (Tosoh
Biosep)

Fractogel . zinc 31* 0.27
EMD Chelate
(Mexck)
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Chelating zinc 11.5* not tested
Sepharose FF
(Amersham
Bilosaciences)

Toyopearl nickel 23.7° not tested
Chelate AF
{(Tosoh

Blosep)
T Eluted with Buffer II.

b Eluted with Buffer IIXI.
€ Bluted with Buffer IV.

The results show that fibrinogen and factor XIII can be
isolated from a fibrinogen-containing solution using
immobilised metal ion affinity chromatography (IMAC)
with a variety of IMAC base matrix chemistries and metal
ions.

E le 12: choi £ grarti terial

The ability of immobilised metal ion affinity
chromatography (IMAC) to purify fibrinogen from
different fibrinogen-contalning solutions was
investigated.

Fibrinogen-containing sclutions:
A. Redissolved Cryoprecipitate obtained from thawed
human plasma (prepared according to Example 1).
B. Redissolved Heparin Precipitate obtained from
redissolved cryoprecipitate which had been mixed with
heparin (prepared according to Example 2).
C. Rediesolved Cold Precipitate obtained by chilling
redissolved cryoprecipitate.
D. Fibrinogen-containing solution chromatographically
depleted of factor VIII, von Willebrand factor (vWF)
and fibronectin, obtained from human plasma.
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The cold precipitate used in C was prepared as followa:
cryoprecipitate, prepared as in Example 1, was
redissolved in four times its weight of 50uM calcium
chloride solution at 28°C. pH was adjusted to 6.8 with
1M acetic acid and the solution cooled to 10°C. After
mixing for >10 minutes, the precipitate which formed was
collected by centrifugation.

Each solution A-D, containing approximately 1-20 mg
fibrinogen per ml, was incubated with solvent and
detergent to inactivate virusea, then applied to a
column of Toyopearl Chelate IMAC resin which had been
charged with copper ions and equilibrated with 20 mM
sodium phosphate, 250 mM sodium chloride pH 7.0. After
loading, the resin was washed with the same buffer.
Fibrinogen was eluted by application of 25 mM imidazole
(Buffer X) or 50 mM arginine 20 mM sodium phosphate, 250
mM sBodium chloride pH 7.5 (Buffer Y).

The results are shown in Table 5.

Table 5
Start Fibrinogen Elution Fibrinogen
Material in start Buffer in eluate,
Material, mg per ml of
mg/ml resin
A: cryo- 14.1 X 29.8
precipitate
C: cold 21.6 X 29.0
precipitate
D: 0.73 X 38.7
fibrinogen
solution
A: cryo- 11.1 Y 32.5
precipitate
B: heparin 14.8 Y 29.9
precipitate
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The results show that IMAC can be used to prepare
fibrinogen from different fibrinogen-containing starting
materials.

golution after freeze-drying and heat-treatment

Fibrinogen which had been eluted from IMAC resin
according to Examples 9 and 10 and concentrated to
approximately 15 mg/ml in 50 mM Arginine, 20mM phosphate
pH 7.5 .{Tables 6 and 8) or 50 wM Arginine, 10 mM
tri-sodium citrate pH 7.5 (Table 7) was formulated with
various added compounds, filled into glass vials (20 ml
per vial) and freeze-dried. On completion of freeze-
drying, the vials were sealed under vacuum, then heat-
treated at 80°C foxr 72 hours to inactivate viruses. The

vials were then reconstituted with water (5 ml per wvial)

at ambient room temperature (18°C-25°C). Re-solution time
was measured, as the time between addition of water and
the time at which a clear homogeneous solution without
residual solid matter was observed.

The regults are shown in Tables 6, 7 and 8.

Table 6

Arg .| Polys | NaCl | cit | Suc | Reconsa Fib Factor
mM | mM mM % time, after XTII
mins recons, after
mg/ml Tecons,

u/ml

50 250 10 | 1. 4. 44.3 <1

50 . 250 10 . . 49.3 <l
50 .5 250 0 0 4.1 40.0 <0.5

\
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50 0.5 250 | 10 . 6.5 37.0 <0.5
50 0.5 250 0 1.5 . 33.1 <0.5
50 0.25 250 0 - 4.9 35.4 <@.5
50 0.1 250 0 . 3.9 35.9 <0.5
5 50 0.5 230 0 . 4.5 36.6 <0.5
50 0.5 200 0 3.6 37.5 <0.5
50 0.5 180 0 . 4.9 35.0 <0.5
50 0.5 150 0 . 4.2 37.9 <0.5"
50 0.5 130 o 5.7 36.8 <0.5
10 50 0.5 100 0 7.1 36.9 <0.5
50 0.5 80 0 7.8 36.9 <0.5
50 0.5 50 0 12.2 41.3 1.2
50 0.5 50 10 8.6 43.3 1.3
50 0.5 50 0 2.5 7.6 40.7 1.2
15
Table 7
Arg | Polys | NaCl | Phos | Suc Recons Fib. Factor
mM ¥ mM mM ] time, after XIII
nins recons, after
mg/ml recons,
u/ml
50 0.5 250 6.3 63.7 <l.5
20 50 0.5 50 1.5 4.5 67 2.4
50 0.5 50 20 1.5 2.1 63 1.9
50 0.25 50 1.5 1.4 71.7 1.8
50 0.1 50 1.5 1.6 61.9 1.8
) 50 0.25 50 20 1.5 2.0 62.1 1.8
25 50 0.1 50 20 1.5 2.6 70.8B 1.7
50 0.5 50 1 4.3 70.1 2.0
50 0.5 50 0.75 2.7 69.1 2.0
50 0.5 50 0.5 2.6 73.3 1.7
50 0.25 50 0.75 3.0 71.7 1.8
30 100 0.1 50 1.5 B.8 54.8 i 1.3
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50 0.1 250 7.2 53.7 <l
120 0.1 50 1.5 5.7 55.4 <l
5 Table 8
Arg { Poly | NaCl | Cit Carbo Recons Fib Factor
mM % M mM % time, after XIi1
mins recons, after
mg/ml recons,
u/ml
50 0.5 50 0 sucrose 12.2 41.3 1.2
1-5‘
50 0.5 50 0 trehalose 14.5 41 .1 1.2
1.5%
10 50 0.5 50 0 raffinose 13.9 42.5 1.3
1.5%

Abbreviations used in Tables 6-8:

Arg = arginine
Poly = polysorbate 20
15 Cit = citrate

Suc = sucrose

Fib = fibrinogen
Recons = reconstitution
Carbo = carbohydrate

20 Phos = phosphate

The results showed that effective concentration ranges
of the formulants were:

Sucrose: 0.5-2.5%

25 Polysorbate 20: 0.1-0.5%

Sodium Chloride: 50-250mM (50 mM for factor XIII
retention)

Arginine: 50-120mM

30 High concentrations of sodium chloride (250 mM) in
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combination with arginine, polysorbate 20 and a buffer
salt allowed rapid re-constitution of freeze-dried,
heat-treated fibrinogen but factor XIII activity was
lost. Reduction in the sodium chloride content
accompanied by the addition of sucrose allowed both
rapid reconstitution and the retention of factor XIII
activity.

Selective combinations of arginine, polysorbate 20,
sodium chloride, a suitable buffering salt and a
carbohydrate provided a formulation for fibrinogen and
factor XIII which enabled rapid reconstitution of
freeze-dried, heat-treated product at room temperature,
with retention of fibrinogen and factor XIII activity.

In four independent experiments (A-D), a heparin

precipitate was resuspended according to Example 3 and

solvent detergent treated according to Example 4. The
resulting solution was separated by chromatography
according to Example 9 to give an eluate rich in
fibrinogen and factor XIII. This eluate was then
concentrated according to Example 10. The concentrate
was formulated to a target of 110 mM arginine, 1.5% w/w
sucrose, 0.1% w/w polysorbate 20, 50 mM NaCl, 10 mM
trisodium citrate and sterile filtered to 0.2 um
according to Example 7. The filtered concentrate was
then aseptically filled, freeze-dried and heat-treat d
according to Example 8 to give a double viral
inactivated product.

The eluates, filtered concentrates and products were
assayed for clottable protein and factor XIII activity,
and the results are shown in Table 9.
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Table 9
Fraction property A B c D
eluate Clottable protein| 5.8 5.6 4.4 4,52
(g /mL)}
factor XIII 0.19 | 0.41 | 0.18 | 0.18

activity (U/mL)
filtered | Clottable protein | 21.2 | 20.4 | 22.1 (| 18.2
concen- (mg/mL)
trate factor XIII 0.61 | 1.43 | 0.68 | 0.65
activity (U/mL)
product Clottable protein| 63.3 | 45.9 | 48.8 | 46.3
(mg/ml)
factor XIII' 1.19 | 1.64 | 1.25 | 1.17
activity (U/mL)
reconstitution .05 | 5.35 1 8.72 | 11.22

time (min)

The results show that the fibrinogen can be concentrated
to approximately 20 wmg/mL using ultrafiltration. They
also show that the formulation conditions give a product
with a concentration of factor XIII of > 1 U/mL and
reconstitution times << 15 min.

Cryoprecipitate was redissolved in buffer 1 (20 mM
phosphate buffer containing 0.25 M NaCl pH6.0) and
solvent detergent treated as Example 4. Chelate resin
(Toyopearl AF Chelate 650 (M)) was charged with copper
ions, pre-washed with the appropriate elution buffer and
then equilibrated with buffer 1. This material was
loaded onto the packed, copper charged resin. After all
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the material had been applied, the column was washed
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with fifteen to twenty volumes of buffer 1. The columm
was then washed with five to seven bed volumes of buffer
2 (20 mM phosphate buffer containing 0.25 M NaCl pH7.0).
The column was eluted with a buffer containing 20 mM
phosphate, 0.25 M NaCl and arginine at a range of
concentrations and pH.

The results are shown in Table 10.

Table 10

Arginine | elution | Concen- | mgs of | Concen- ug

Concent- | Buffer | tration | Fibrin- | tration | Copper

ration pH of ogen of /mg of
in Eluted Bluted Eluted Eluted

elution Fibrin- | /ml of Copper | fibrin-

buffer ogen Resin mg/L ogen

mg/ml

200 7 4.5 32.3 8 1.8
100 7 4.8 35.7 4.6 0.95
50 7 2.5 17.5 2 0.8
50 6.0 1.9 17.6 1.4 0.74
50 7.5 4.4 33.3 2 0.46
50 8.0 3.96 35.3 2.5 0.63

The results showed that a reduction in the concentration
of arginine in the elution buffer reduced the
concentration of copper in the fibrinogen eluate but had
an adverse effect on the recovery of fibrinogen. An
increage in the pH of the 50 mM arginine elution buffer
to 7.5 resulted in high recovery of fibrinocgen and the
levels of copper co-eluted were substantially reduced.

B le 16: Treatment of I . initat
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Frozen heparin precipitate was re-dissolved in 20 mM
sodium phosphate, 500 mM sodium chloride, 10 mM
tri-sodium citrate pH 6.0 at a ratio of 1:5 by weight.
Two re-solution methods were compared:
Method 1. Heparin precipitate was added to the buffer at

ambient temperature.
40°C and incubated at 40°C for 1 hour.

Method 2. The buffer was pre-warmed to 40°C and the
heparin precipitate was then added at a rate which
maintained a temperature of >36°C.

The mixture was then warmed to

Following addition

of all precipitate, the mixture was then incubated for 1
hr at 40°C.
Three different batches of precipitate were tested. In
each case, re-solution Method 2 resulted in a

significantly higher filter capacity.

The final

filtrate weight and fibrinogen concentration was also
consistently higher resulting in improved fibrinogen

yields (see Table 11).

Table 11

Batch re- scale | Cuno 055P Curnio Sartobran | Fibr-
solution of filter 30LA 0.65/0.45 } inogen
method £11t- capacity? filter m filter | yield?

ration* | (kgm™2) | capacity? | capacity? (%)

(kgm™) | (kgm®)

A 1 Bench 10.66 4.57 3.57 64
A 2 Bench | 26.31 26.10 17.51 Not
assg-
ayed

A 2 Pilot | > 23.57 | > 23.72 | > 13.96 82
B Bench 4.33 4.57 3.47 29
B 2 Bench 13.40 13.16 11.69 Not
asa-
ayed

C 1 Bench 9.63 8.73 8.48 58
c Pilot | > 21.66 | > 22.92 | > 13,96 81
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Notes:

1 Bench scale filter area = 0.00173 m® ; pilot scale

filter area = 0.3 m®*. The initial applied air pressure
during filtration was 0.25 bar (25,000 Pa) at bench
scale and 0.1 - 0.2 bar (10,000-20,000 Pa) at pilot
scale.

2 PFilter capacity is calculated as the maximum amount
of re-solubilised material filtered divided by the
filter area. Examples showing capacities "greater than"
did not block the filter under experimental conditions
3 The fibrinogen yield is calculated in this case as
the mg of fibrinogen recovered from the filter (=
concentration recovered mgmL’ x mL filtrate collected)
divided by the mg fibrinogen' that was in this volume of
starting material (= concentration applied mgmL™ x mL
filtrate collected) x 100(%).



WO 2004/007533 PCT/GB2003/ w2928

10

15

20

25

30

35

_35-
Claims

1. A method for the separation and purification of
fibrinogen and at least one other protein which
compriges the steps of:

(a) loading a solution comprising fibrinogen and at
least one other protein onto an immobilised metal ion
affinity chromatography matrix under conditions such
that the fibrinocgen and the at least one other protein
both bind to the matrix, and

(b) Belectively eluting the fibrinogen and the at
least one other protein separately from the matrix.

2. A method according to claim 1 wherein the at least
one other protein is plasminogen.

3. A method for the separation of fibrinogen from
plasminogen comprising the steps of:

(a) loading a solution comprising fibrinogen and
plasminogen onto an immobilised metal ion affinity
chromatography matrix under conditions such that at
least the fibrinogen binds to the matrix, and

(b) selectively eluting the fibrinogen from the
matrix.

4, A method according to claim 3, wherein the
plasminogen and the fibrinogen are selectively eluted
geparately from the matrix.

5. A method according to any preceding claim wherein
the solution comprising fibrinogen is a fibrinogen-
containing plasma fraction.

6. A method according to any preceding claim wherein
the solution comprising fibrinogen further comprises
factor XIII, and the factor XIII is co-eluted with the
fibrinogen from the matrix.
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7. A method for the co-purification of fibrinogen and
factor XIII which comprises the steps of:
(a) loading a solution comprising fibrinogen and
factor XIXT onto an immobilised metal ion affinity
5 chromatography matrix under conditions such that the
fibrinogen and the factor XIII both bind to the matrix,
and
{(b) selectively co-eluting the fibrinogen and the
factor XIII from the matrix.
10
8. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the separation of fibrinogen from
plasminogen.

15 9. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the preparation of fibrinogen and
plasminogen.

10. Use of immobiliged metal ion affinity
20 chromatography for the co-purification of fibrinogen and
factor XIII.

11. Fibrinogen prepared by a method according to any of
claims 1 to 7.

25
12. Fibrinogen prepared by a method according to any of
claimg 1 to 7, for use in therapy.

13. A pharmaceutical kit comprising fibrinogen prepared
30 by a method according to any of claims 1 to 7, together
with thrombin.

14. A kit as claimed in claim 12, wherein the thrombin
is prepared by a method comprising the steps of:
35 (a) B8olvent-detergent virus inactivation of a
solution comprising prothrombin and factor X;
{b) loading the product of step (a) onto an anion
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exchange medium;

(c} washing the medium to remove the reagents used
for the solvent-detergent virus inactivation in step
(a) ;

(d) activating the prothrombin on the medium to
form thrombin by the addition of calcium ions; and
optionally
. (e) selectively eluting the thrombin from the
anion exchange medium.

15. A pharmaceutical formulation comprising fibrinogen
prepared according to the method of any of claims 1 to
7.

16. A lyophilised fibrinogen formulation comprising
fibrinogen prepared according to the method of any of
claims 1 to 7, factor XIII, a carbohydrate, an amino
acid, a salt, a buffer and a detergent, the formulation
being capable of dissolution in water at ambient
temperature in less than 15 minutes, preferably less
than 10 minutes and more preferably less than 5 minutes
to give a fibrinogen solution.

17. A Formulation according to claim 16, wherein the
concentration of the fibrinogen solution is at least
about 60 mg/ml.

18. A formulation according to claim 16 or claim 17,
which is heat treated to inactivate viruses.

19. A formulation according to any one of claims 16 to
18, which is free from anti-fibrinolytic agents.

20. A formulation according to any one of claima 16 to
19, which is free from stabilising proteins such as
albumin.

PCT/GB2003/002928 L\
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PROCESO PARA LA PREPARACION DE FIBRINOGENO

DESCRIPCION DE LA INVENCIGN

La presente invencifn se refiere a procesos para la
purificacién de-fibrinégeno, y a preparaciones de fibriﬁégeno
facilmente solubilizadas.

El fibrin6geno es una proteina del plasma de la sangre
que estd relacionado en 1la formacién de cofgqulos. Se
convierte en el monémero de fibrima mediante la accién de la
trombiﬁa proteasa en el plasma. Los monémeros de fibrina se
agrupan entre s{ para formar un cofgulo débil y después se
reticulan mediante la accién del factor XIII activado (es
decir, el factor XIIla) a una forma de colgulo mis fuerte, El
fibrinégeno se usa en terapia en combinacién con la trombina
en los llamados cicatrizantes de fibrina hasta alcanzar la
hemostasis, para cicatrizar heridas y para 1a adhesifn
controlada de tejido. Los concentrados de fibrinégeno también
se usan para el tratamiento de la terapia de reemplazamiento
de pacientes con deficiencia de fibrinégeno (afibrinogenemia)
gue puede ser hereditaria o adquirida.

Para todas las aplicaciones clfinicas, es importante'
teﬂer fibrinégeno altamente puro para minimizar cualesquiera
efectos colaterales indeseables que resultan de, por ejemplo,
la presencia de protefinas contaminantes indeseables. En
particular, es deseable que las preparaciones de fibrinfgeno
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para el uso clinico, estén libreéﬁde plasminégenc y plasmina
(Blomback B., Blomback M., *“Purification of human and bovine
fibrinogen”, Arkiv for Kemi 1956; 10:415-443, y Mosesson
M.W., "The preparation of human fibrinogen free of
plasminogen”, Biéchim Biophys Acta 1962, 57:204-213). 'El
plasminfégenc es el precursor inactivo de la plasmina, una
enzima fibrinolitica que difiere los colgulos de fibrina. Por
lo tanto, la presencia de plasminégeno en una preparacién de
fibrin6geno destinada para el uso in vivo, es indeseable
porque la plasmina generada del plasmindgeno en el sitio de
la formacién del coSgulo puede desestabilizar después al
coégulo.

El plasminégenoc tiende a co-purificar con el fibrinéSgeno
y sBu remocién puede ser dificil. Por 1lo tanto, algunas
preparaciones clinicas de fibrinfgeno contienen agentes anti-
fibrinoliticos para inhibir la plasmina o el plasminégeno
-presenteé (por ejemplo, aprotinina, un inhibidor de la
proteina de bovino de plasmina; o &cido tranexémico, un
inhibidor de plasmina sintético también asociado con 1 s
efectos secundarios neurotdSxicos). Una ventaja de la
sepéracién_de plaaminégeqo del fibrinégeno es que después no .
hay necesidad de usar tales inhibidores fibrinolfticos en la
preparacién clinica.de fibrinégeno.

Ademfs, es altamente deseable que el fibrinégen

derivado de fuentes humanas y animales se trate para



3 L\%

inactivar cualquier virus encontrado en la sangre gue puede
estar presente, por ejemplo virus de la hepatitis o HIV. Son
conocidos en la técnica diferentes métodes para la
inactivacién de virus, que incluyen pasteurizacién,
tratamiento con calor seco y tratamiento con detergente Yy
solvente (Pathogen 1Inactivation of ILabile Blood Products,
Council of Europe Expert Comittee and Blood Transfusion Study
Group on Péthogen Inactivation in Labilé Blood Products,
Transfusion Mb%fcine, 2001, 11, 149-175).

El tratamiento térmico seco se conoce que es efectivo
para la inactivacién de virus cubiertos y algunos
descubiertos, mientras que el tratamiento con detergente Yy
solvente se conoce gue es efect%yo para la inacéivacién de
virus cubiertos (es decir, recubiertos con lipidos) tal como
hepatitis B.

Son conocidos en la técnica.diferentes métodos para la
'purificaéién de fibrinbégenc. Sin embargo, 1oq métodos de
purificacién del arte previo tienen varias desventajas. Por

ejemplo, los métodos de precipitacién no permiten la £fé&cil

incorporacién de una etapa de inactivacién del virus con

" . detergente y solvente (SD), ya que la remocién de 1l 8

reactivos SD es afectada' mucho mis eficientemente de manera
cromatogrdfica. Los métodos de cromatografia no pueden
separar el fibrinSgeno del plasmindgeno en una sola etapa, 1

cual puede "conducir a la necesidad de una cromatografia
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adicional para-adsorber el plaamiz'zégeno 0 la necesidad aé
adicionar un agente anti-fibrinolftico a la preparacién de
fibrinSgeno final, para combatir el plasmindgeno residual.
Ademis, no todos los métodod del arte p.revio son apropiados
para la purificacién del fibrin6geno de una amplia gama de
scluciones que contienen fibrindgeno (incluyendo fraccicnes
de plasma y reé:ombinantes) .

La US 5,169,936 ha sugerido anteriormente que la
cromatografia de afinidad de iones met8licos inmovilizados
(IMAC, por sus 8iglas en inglés) puede usarse en la
preparacién de fibrinfégeno humanc. Sin embargo, no se
deacriben ejemplos dP tal método, ni se sugiere que la IMAC
pueda usarse para la separacién de fibrinSgeno de
plasminégeno.

-También es conocido que puede ser dificil la disolucién
de concentrados de fibrinfégeno, y a menudo requiere el uso de
i:emperat.uraa elevadas o© agitacién prolongada (ver US-
5,260,420 y EP-A 0804933). Debido a la inestabilidad de las
oluciones. liquidas de fibrinSgeno c¢on el tiempo, las
preparaciones de fibrinSgeno para el . uso clinico se
comercializan en la forma de una solucién completamente
congelada o como un liofilizado (es decir una preparacién
secada por congelado). Antes del uso, el producto comercial
debe descongelarse o recons;:ituirse del liofilizado. Ambas de
estas medidas requieren tiempo y esfuerzo conaiderablga.



Por lo tanto, serfa ventajose proporcionar métodos
alternativos para la- ﬁhrificicién de fibrinégeno, en
particular un método que es aplicablé a cualquier material
iniciador que <contiene fibrinégeno y gque permita la
incorporacién de una o mis etapas de inactivacidén del virus.
También seria ventajoso proporciocnar un método para la
peparacién de fibrinégeno del plasminbégend. Ademés, seria
ventajoso proporcionar un liofilizado, y de preferencia un
concentrado de fibrinfgeno tratado con calor, que pueda
volver a disolverse ficilmente a temperatura ambiente.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencidn
proporciona un método para la separacién 'y purificacién de
fibrin&égeno y por lo menos otra proteina que comprende las
etapas de: -

- {(a) cargar una solucién qgue comprende fibrindégeno y por
lo menos otra proteina sobre una matriz de cromatografia de
afinidad de iones metélicos'inmovilizados, bajo condiciones
de modo que el fibrinSgeno y por®lo menos otra proteina se
enlacen a la matriz, y

(b) eluir selectivamente el fibrin6égeno y por lo menos
otra proteina de forma separada de la matriz. El fibrinégeno
y por lo meno; otra proteina pueden colectarse de forma
separada y cada uno procesarse adicionalmente conforme se

requiera.

De preferencia, la solucién que comprende fibrinfgenc es
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una fraccién de plasma gque contiene .fibrinégeno. De
preferencia, por lo menos la otra proteina es plasminégeno.

En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un método para la separacién de fibrinSgeno del
plasminégeno, gque comprende el uso de cromatografia de
afinidad de ioﬁ;s metdlicos inmovilizados. De .preferencia, el
método comprende las etapas-de:

{(a) cargar una solucién que comprende fibrindégeno y
plasminégeno sobre una matri; de cromatograffia de afinidad de
iones metdlicos inmavilizados, ba‘:-io condiciones de modo gque
por lo menos el fibrindgenc se enlace a la matriz, y

(b) eluir selectivamente el fibrinSgeno de la matriz. De
preferencia, el plasminégeno también se enlaza a la matriz, y
el plasminSégeno y el fibrinégeno también pueden eluirse
selectivamente de forma separada de la matriz.

Como se usa en la presente, las referencias a 1la
'separacidn y/o purificacién del £fibrinégeno incluyen 1la
separacién y/o co-purificacién combinada del fibrinégeno ; el
factor XIII juntos, de 1los materiales iniciadores gque
comprenden el fibrindégeno y el factor XIII.

El material iniciador para los métodos de la invencién
puede ser cualquier Bolucién gque contiene fib;inégeno; que
incluye plasma o una fraccidén de plasma de humanc o animal,
fracciones de cultivo celular de tecnologia recombinante,

fracciones derivadas de leche de animales transgénicos, etc.
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Los materiales iniciadores pref_eridos son fracciones de
plasma, tales como crioprecipitado, precipitado de heparina y
precipitado frio. Los materiales iniciadores mis preferidos
incluyen precipitado de heparina y crioprecipitado. Otros
materiales iniciadores preferidos incluyen los que comprenden
adicionalmente plasminégeno y/o factor XIII.

El material iniciador puede prepararse mediante
cualgquier método apropiado conocido en 1la técnica, que
incluye manipulacién por via genética, por ejemplo en el
cultivo celular o especies ‘tra.nsgénicas. Por ejemplo, el
crioprecipitado puede prepararse de acuerdo con el método de
Gunson H.H., Bidwell E., Lane R.S., Wensley R.T., Snape T.J.,
“Variables involved in cryoprecipitate production and their
effect on Factor VIII activity", British' Journal of
Haematology, 1978; 43:287-295; el precipitado de heparina
puede prepararse de acuerdo con el método de Winkelman L.,
Owen N.E., Evans D.R., Evans H.E., Haddon M.E., Smith J.K.,
Prince P.J., Williams J.D., Lane R.S., ‘“severely heated
therapeutic Factor VIII concentrate of high specific
activity”, Vox Sanguinis, 1989; 57:97-103; y el precipitado
frio de acuerdo con el método de Smith J.K., Evans D.R.,
Sto.ne V., Snape T.J., “A Fa'stor VIII concentrate of
intermediate purity-and higher potency”, Transfusion, 1979;
19:299-306.

Los contaminantes indeseadoe en el material iniciador
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que pueden separarse del fibrinégeno usando los métodos de 1

invencién, pueden incluif otras protefinas (por ejemplo
proteinas de plasma, tal como plasminbégenc), reactivos de las
etapas de procesamiento previas (por ejemplo elementos del
medio de cultivo celular o reactivos de detergente Yy
solvente), virus y priones. Se prefiere particularmente que
el plasminbgeno sea removide, de modo que pueda evitarse la
adicién de 1los inhibidoree de plasmina (agentes anti-
fibrinoliticos) al fibrinégeno.

La soluci&n que contiene el fibrinSgeno se carga sobre
una matriz de IMAC. De preferencia, la matriz est8 presente
en una columna para faciliaad de procesamiento. Puede usarse
cualquier i6n metdlico apropiado, por ejemplo cobre, =zinc o
niquel, de preferencia cobre. LOQ geles de cromatograffa de
afinidad apropiados del i6n metflico inmovilizado para el uso
en el proceso de.la invencién incluyen gel de metacrilato con
lligandos multi-sustituidos sobre espaciadores de la cadena
lateral (poxr ejemplo, Fractogel EMD Chelate de Mexck), gel de
metacrilato con grupos guelantes sencillos sobre el brazo del
espaciador (por ejemplo, Toyopearl Chelate de Tosoh Biosep) y
gel - de agarosa reticu1§do (por ejemplo, Sepharose FF _@e-
quelacién de Amersham Biosciences). Un gel preferido es el
quelato Toyopearl AF 650 (M) de Tosoh Biosep.

Las éondiciones de carga, incluyendo el amortiguador

usado, deberfan elegirse de modo que se enlacen al gel el
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fibrin6geno, y cualquier factor XII1I si estuviera presente,
en el material iniciador. Los contaminantes indeseados gue no
se enlazan al gel deapués .pueden removerse por lavado. Por
" ejemplo, si el material iniciador se ha sometido previamente
a una etapa de inactivacién ae detergente y solvente, ningiin
reactivo solvente o Hetergente resiantes se enlazan al gel y
Be remueveh facilmente por lavado. De manera alternativa, si
los contaminantes indeseados se enlazan al gel, estos pueden
removeree mediante elucién selectiva antes de que se eluya el
fibrinSgeno, o pueden permanecer unidos al gel mientras el
fibrin6geno se eluye selectivamente. Adicionalmente, el
lavado del gel y la o las proteinas enlazadas también pueden
ayudar a remover cualesquiera virus que pueden estar
presentes en las materias primas de alimentacién de 1la
cromatografia.

Se ha encontrado que el plasminégeno se enlaza menos
fuertemente gque el fibrin6geno o el factor XIII a los geles
de cromatografia del quelato metdlico. Por 1lo tanto,
cualquier plasminSgeno presente en el material iniciador
puede removerse por lavado, por elﬁcién selectiva- usando una
aoluc}én de baja concentracién del compuesto de quelacién
competitivo de bajo peso molecular o cambiando las
condiciones pafﬁ reducir la fuerza de unién, por ejemplo,
reduciendo el pH o© concentracién iénica, mientras el

fibrinfgeno permanece unido. Los compuestos de quelacién
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apropiados incluyen aminofcidos, por ejemplo alanina, leucina
Yy lisina, imidazol, Bales de citrato Y dcido
etilendiaminbtetraacético (EDTA) . Un compuesto de quelacién
apropiado para la elucién de plasminégeno es la alanina. La
concentracién del compuesto de quelacién deberia elegirse de
modo que el plasminégeno se eluya mientras que el fibrinégeno
permanezca unido al gel. La concentracién’ exacta dependeréd
del eluyente usado. Por ejemplo, las concentraciones < de
aproximadamente 20 ™M deberian remover selectivamente el
plasminSgenoc en presencia del fibrinSgeno enlazado. Las
concentraciones apropiadas para la elucién del plasminégeno
incluyen € 20 mM de alanina o leucina, £ 10 mM de lisina y <
10 mM de imidazol.

El fibrin6genoc después puede eluirse usando una
concentracién ;:ayor del mismo © un compuesato de gquelacidn
diferente, o reduciendo el ‘pH o la concentracién idnica. Los
'compuestoa de quelaci6bn preferidos para la elucién del
fibrinégeno son los amincodcidos, de preferencia lisina o
arginina e imidazoi. Un eluyené; mds preferido comprende
arginina. Por ejemplo, el fibrin6geno puede eluirse usand
una solucién > 20 mM del compuesto de quelacién. Las
condiciones para la elucién del fibrinégeno {(concentracién y
pH) deberian elegirse de modo que el fibrinSgeno se remueva

del gel, pero el i6én metdlico no, para minimizar la

contaminacién del producto con iones met&licos.
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La remocifn del plasmindgenc es ventajosa ya que el
fibrinSgeno después puede usarse clinicamente gin la
necesidad de adicionar ningin anti-fibrinolitico a 1la
preparacién clinica. Una caracteristica ventajosa adicional
es gue el plasminégeno que se ha separado del fibrin6geno por
IMAC después pyede procesarse adicionalmente, para producir
un concentradc de plasminégeno para uso 'clinice. Por lo
tanto, la IMAC puede usarsé para preparar el plasmindgeno y
el fibrinSgeno de una eolucién iniciadora gque comprende el
plasminégeno y el fiprinégeno. ;

Es una caracteristica ventajosa de los procesos de la
invencién que cualquier factor XIII en el material iniciador,
tiende a co-eluirse con el fibrinSgeno. La presencia medible
del factor XIII (»>1 u/ml) en las preparaciones de fibrinégeno
final puede ser benéfica Bi el fibrinSgenoc va a usarse
clinicamente. Se ha mostrado que la concentracién del factor
XIII tiene un efecto en algunas pruebas in vitro de los
cicatrizantes de fibrina, aunque no hay evidencia de que el
factor XIII sea requerido para la eficacia clinica, y los
'productos cicatrizantes de fibrina sin actividad medible del
factor XIII se han usado con efecto clinico. Cuando se usa en
un ambiente sa;'nguineo (por ejemplo, para homeostasis), el
factor XIII endSgeno del paciente esatard presente para
efectuar la reticulacién del cofigulo. Mientras que este n es

el caso, es posible que la presencia del factor XIII en el
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producto pueda ser benéfica. Dado que el factor XIII es una
enzima catalitica puede operar ~efectivamente aun a baja
concentracién.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona ademés
un método de co-purificacién de fibrinfégeno y el factor XIII,
gue comprende el uso de cromatograffa de afinidad de iones
met8licos inmovilizados. De preferencia, el método comprende
las etapas de:

{(a) cargar una solucién que comprende fibrinégeno y el
factor XIII sobre una matriz de cromatograffia de afinidad de
iones metélicos inmovilizadoes bajo las condiciones de mod
gue el fibrinfSgenc y el factor XIII .se enlacen a la matriz, y

{(b) co-eluir selectivamente el fibrinSégeno y el factor
XIII de la matriz.

-Opcionalmente, el material iniciador que contiene el
fibrinégeno puede someterse a un tratamiento de inactivacién
de virus con detergente y solvente antes de la cromatografifa
de afinidad de iones met&licos inmovilizados. La inactivacién
del virus de detergente y solvente puede llevarse a cabo
usando los reactivos y los métodos conocidos en la técnica
(ver por ejempln, US 4,481,189, US 4,613,501 y US 4,540,573,
todos las cuales se incorporan en la presente por
referencia). Los solventes apropiados incluyen fosfato de
tri-n-butilo (TnBP} y éter, de preferencia TnBP. Los

detergentes apropiados incluyen polisorbato (Tween) 80,
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Polisorbato (Tween) 20 y Triton X-100. Un detergente
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preferido es polisorbato 20 y una combinacidén particularmente
preferida es polisorbato 20 y TnBP. '

La fraccién qué contiene el fibrinbégeno puede agitarse
con reactivos solventes y detergentes a una temperatura Yy
durante un tiempo suficiente para inactivar cualquier virus
cubierto gque pudiera ‘estar presente. Por ejemplo, el
tratamiento de detergente y solvente puede llevarse a cabo
durante aproximadamente 1 hora a 25°C.

El fibrin6geno recuperado de la etapa de cromatografia
después puede ﬁ;ocesarse adicionalmente para formularlo para
el uso farmacéutico. Por -ejemplo, puede concentrarse Ppor
ultrafiltracién hasta una concentracién de aproximadamente
15-30 mg/ml, vy/o sometersel a una etapa de reducciéﬁ de
patégenos adicional,_por ejemplo n;nofiltracién.

El concentrado después puede formularse mediante la
adicién de una combinacién de estabilizadores apropiados, por
ejemplo un aminodcido, un carbohidrato, una Bal y un
detergente. Particularmente, de preferencia el producto se
formula s8in la adicién de ningunos agentes anti-
fibrinoliticos. o proteinas de estabilizacién, tal como
alﬁﬁmina. El producto formulado después puede esterilizarse
por filtracién y licfilizarse (secado por congelado) para
almacenamiento a largo plazo. Opcionalmente, el producto

secado por congelado puede someterse a un tratamiento térmico
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Eeco en una etapa de inactivacidén de viz;'us adicional. Por
ejemplo, puede calentarse a aproximadamente 80°C durante
aproximadamente 72 horas o aproximadamente 100°C durante
aproximadamente 24 horas.

La combinacién del aminoécido, la sal, el carbohidrato y
el detergente usado para formular;el.producto de fibrinégeno
ayuda a estabilizarlo por medio de la etapa de tratamiento
térmico terminal y secado por congelado. También facilita la
reconstitucién del producto secado por congelado. En
particular, los estabilizadores ayudan a estabilizar
cualquier factor XIII presente en el producte, que es
conocido que es altamente labil.

El producto 1liofilizado y tratado con calor puede
reconstituirse con agua a temperatura ambiente en menos de 15
minutos, de preferencia menos de 10 minutos y mds
preferentemente menos de 5 minutos, para proporcionar una
solucién de fibrinSgeno con una concentracién de por lo menos
aproximadamente 60 mg/ml.

Es una caracteristica wventajosa del proceso de la
invencifn que se retire el plasminSgeno, evitando de esta
forma la necesidad de ad?cionar agentes anti-fibrinolfticoe a _
la éreparacién de fibrinégeno final. -

Por lo tanto, como una caracteristica adicional de 1la
invencién, 8e ’proporciona una preparacién de fibrinégeno

liofilizada, de preferencia tratada con calor, que comprende
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el fibrinbSgeno preparado de acuerdo con uno de los métodos de
la invenciéfn, un carbohidrato, un amortiguador, una sal, un
amincdcido y un detergente y opcionalmente el factor XIII,
siendo 1la preparacién capaz de disolverse en agua a
temperatura ambiente en menos de 15 minutos, de preferencia
menos de 10 minutos y mia preferentemente menos de 5 minutos,
para dar una solucién de fibrinégeno. De' preferencia, la
concentracién de fibrindgeno en la solucién final es por lo
menos de aproximadamente 60 mg/ml.

Sin desear ser vinculado con ninguna teoria, se cree que
la combinacién de la sal, el detergente, el amincécido y el
carbohidrato facilita la répida disolucién de la preparacién.
El carbohidrato también se cree gue éyuda a preservaf
cualguier actividad del factor XIII preeente. El amortiguad r
controla el pH_de la formulacién. E1l uso de una combinacién

de un carbohidrato, un amortiguador, una sal, un aminoécido y

un detergente en la preparacién también estabiliza el

fibrin6geno, y cualquier factor XIII presente, sin la
necesidad de adic}onar ningﬁn; otro estabillizador, por
ejemplo, otras proteinas, tal como albimina. Esto es
ventajoso ya que la adicidén de otras proteinas puede ser una
f;ente de contaminacién wvital u otra contaminacién del
producto. De esta manera las preparaciones de fibrinfgeno de

la invencién est&n libres de proteinas estabilizadoras, en

particular albiGmina. De preferencia, las preparaciones de
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fibrinbSgeno de la invencién también estén libres de agentes
anti-fibrinoliticos.

Los aminofcidoes apropiados in¢luyen arginina, los
carbohidratos apropiados incluyen sacarcsa, trehalosa Y
rafinosa, de preferencia Bsacarosa, los amortiguadores
apropiados incluyen sales de citrato (por ejemplo citrato de
sodio) y sales<~de foasfato (por ejemplo, fosfato de sodio),
las sales apropiadas inqluyen cleruro de scdio y los
detergentes apropiados incluyen polisorbato 20.

De preferencia, el detérgen;e usado en la formulacidn
final es el mismo-detergente usado para cualquier etapa
previa de inactivacién de virus de detergente y solvente, la
formulacién de aminofcidos es la misma que la usada para
eluir el fibrinfgeno de la columna de quelato metdlico, y los
compeonentes de la sal y el amortiguador son los mismoa que
loas usados durante la purificacidén, por lo que sBe evita la
necesidad de remover cantidades trazas de estos componentes
del producto. También se desea minimizar la exposicién del
producto a una multiplicidad de reactivos durante la
manufactura, ya que cada reactivo usado es una fuente de
posible contaminacién o modificacién indeseada del producto.
Asl, es preferible si las formulaciones del producto final
8on reactivas que ya se han usado durante el procesamiento.

Las concentraciones apropiadae de los diferentes

componentes dependerfn de la naturaleza y la fuente exacta
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del fibrinégeno, y pueden determinarse usando las pruebas
rutinarias y los experimentés por error. Los intervalos de
concentracién aproplados antes 'ael secado por congeladb
incluyen:

carbohidrato {de preferencia sacarosa): aproximadamente
0.5-2.5% p/p;

detergente' (de preferencia polisorbato 20) :
aproximadamente 0.1-0.5% p/p;

sal (de preferencia cloruro de sodio}: aproximadamente
50-250 mM, de preferencia aproximadamente 50 mM;

aminodcido (de preferencia arginina): aproximadamente
50-120 mM, de preferencia aproximadamente 110 mM.

Se adiciona amortiguador suficiente para controlar el pH
conforme se desee, por ejemplo a aproximadamente pH 7.5.

-Las formulacicnes preferidas comprenden aproximadamente
0.5-2.5% p/p de sacarosa, aproximadamente 0.1-0.5% p/p de
bolisorbato 20, aproximadamente 50-250 ™M, més
preferentemente aproximadamente 50.mM de ¢loruro de sodio y
aproximadamente 50-120 mM de arginina a aproximadamente pH
7.5. =

Las preparaciones de  fibrinégeno de la invencifn se
preparan formanéo una solucién de los componentes y después
liofilizando la solucién. ﬁespués de la liofilizacién, la
preparacién seca s€ somete de p'i'eferencia. a una etapa de

tratamiento térmico terminal para inactivar virus cubiertos y
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descubiertos. Por ejemplo, puede calentarse a aproximadamente
80°C durante aproximadamente 72 horas, o a aproximadamente
100°C durante aproximadamente 24 horas. El tratamiento
térmico se conoce que el capaz de desnaturalizar las
proteinas, lo cual puede causar agregacién y reducir la
solubilidad del producto tratado con calor. Los otros
ingredientes en las preparaciones de la invencién ayudan a
estabilizar el fibrinfgeno y cualquier factor XIII presente,
durante la etapa de tratamiento térmico.

Se proporciona ahora una deacripcién'mas detallada de
las modalidades preferidas de la invencién:

Recuperaciébn del crioprecipitado del plasma

El plasma de humano congelado puede acondicionarse a

alrededor de -11°C, descongelarse entre -0.5 y 2°C y el

crioprecipitado resultante recuperarse por centrifugacién. El
érioprecipitado puede lavarse a <« 4°C y recuperarse por
centrifugacién. El crioprecipitado puede almacenarse

congelado.

Precipitacién

El crioprecipitado puede descongelarse con amortiguador’
(es decir, redisolverse) para recuperar las proteinas
contenidas en el mismo. El fibrindgeno, fibronectina y el

factor XIII después pueden precipitarse usando un agente
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quimico apropiado, por ejemplc heparina, polietilen glico

(PEG) o etanol, o mediante el ajuste de la temperatura y el
pPH. El precipitado despﬁée se ;recupera, por ejemplo pér

centrifugacién. Este precipitado puede almacenarse congelado.

Resuspensién del precipitado

La heparina u otro precipitado ' después pueden
resuspenderse usando un amortiguador apropiade 'y mezclando
durante un tiempo apropiado y a una temperatura apropiada. La
preparacién resultante después puede clarificarae, por
ejemplo por filtracidn o centrifugacién intensa, antes de la
filtracién de 0.45 pum o més pequefias, para remover
cualesquiera agregados que puedan estar presentes y que
puedan proteger los virus de los reactivos de inactivacién de

detergente y solvente.

Tratamiento de detergente y solvente

El solvente y el detergente después_pueden adicionarse
al filtrado, y la mezcla puede agitarse a una temperatura
apropiada para_ inactivar los virus cubiertos. El solvente es
de preferencia. fosfato de tri-n-butilo (TnBP), mientras que
el .detergente puede ser -polisqu:;até 20, polisorbato B0 o

Triton X-100, de preferencia polisorbato 20.
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Cromatografia

El material tratado con detergente y solvente después
puede aplicarspe directamente a una columna de cromatografjlia
de quelato metllico, donde el i6n metdlico puede ser cobre o
cualquier otro id6n apropiado. Las condiciones del
amortiguador y la carga son tales que los componentes del
solvente y el detergente no se retienen pbr el adsorbente,
mientras que el fibrindSgenoc gf. Cualquier plasmindgeno que se
enlaza después puede eluirse aelet-:tivamente usando una baja
concentracién de un compuesto de quelacién de bajo peso
molecular, por ejemplo alanina. La fracci6n lavado del eluato
que contiene -el plasmindgeno después puede procesarse
adicionalmente para producir un concentrado de plasminégeno
gue puede usarse clinicamente. El fibrinégenoc después puede
eluirse a alto rendimiento,’ usaz}do una mayor concentracién
del mismo u otro-« 'compuesto de quelacién, por ejemplo
é.rginina.' El factor XIII se co-eluye con el fibrinégeno. El
fibrin6geno en general estid presente en el eluato a
concentraciocnes de aproximadamente 3-20 mg/ml.

La elucién de la columna puede monitorearse mediante
cualquier método apropiad.o, por ejemplo por absorbancia UV a ‘
una longitud de onda de 280 nanbSmetzros. Eséo proporciona una
medida de la concentracién de proteinas en el eluato y puede
usarse para indicar la coleccién de la fraccién y/o los

cambios en el amortiguador. ,
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Concentracidén

Opcionalmente, el eluato de fibrinbégeno puede
concentrarse ugando ultrafiltracién para dar concentraciones
finales de aproximadamente 15-30 mg/ml, de preferencia

aproximadamente 20-25 mg/ml.

Formulacién

El concentrado~de fibrin6geno puede formularse mediante
la adicién de una combinacién de wun aminodcido, un
carbohidrato, un amortiguador, una sal y un detergente. El
producto formulado después puede esterilizarse por filtracién
a 0.2 um y llenarse. La filtracién puede remover o reducir
los virus y otros patdgenos, por ejemplo en agente causal de
Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (TSE), que se cree
actualmente que son priones. El amortiguador de formulacién
{y las' condiciones de secado por congelado) se eligen de
ﬁreferenéia de modo que el tapén de fibrin6égeno puede
reconstituirse en agua a temperatura ambiente en menos de 10
minutos. Una formulacién preferida es arginina 110 mM,

sacarosa al 1.5% p/p., polisorbato 20 al 0.1% p/p, NaCl 50 mM,

" . citrato trieSdico 10 mM.

Tratamiento de secado por congelado y térmico

El producto se seca por congelado y despuée se trata

opcionalmente “con calor a temperaturas elevadas para
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inactivar los virus cubiertos y descubiertos.

La contaminacién microbiolégica durante el proceso se
minimiza mediante la sanitizacién apropiada del medio IMAC y
por filtracién de 1los amortiguadores para remover la
contaminacidn bacteriana ({(por ejemplo, med-iante el uso de
filvros de 0.2 um).

El fibrinSgenc preparado usando ei proceso de la
invencién puede usarse clinicamente,. ya Bsea 8solo o en
combinacién con trombina en un kit de cicatrizacién de
fibrina. Por 1lo tanto, 1la presente invencién también
proporciona fibrinégeno obtenido de acuerdo con el proceso de
la invencién, para el uso en terapia, y kits farmacéuticos
que comprenden el fibrin6geno obtenido de acuerdo con el
proceso de la invencién en combinacién con . trombina. Se
prefieren los kits que comprenden el fibrinSgeno preparado de

acuerdo con el proceso de la invencién y 1la trombina

i:reparada de acuerdo con la solicitud del PCT co-pendiente-

del solicitante No. (desconocido), titulada “"Process for the
preparation of thrombin” (Proceso para la preparacién de

trombina) presentada el 7 de julio de 2003 que reivindica la

prioridad de 1la aolicitud de patente UK No. 0216002.6

presentada el 10 de julioc de 2002, la descripcién de las
cuales se incorpora en la presente por referencia.
La invencién se ilustrari ademis con referenclia a los

siguientes Ejemplos no limitantes.
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El fibrinégeno se midié usando los siguientes métodos:
Prueba de Precipitacién Térmica basada en un método publicado
por Desvignes, P. and Bonnet, P., "Direct Determination of
Plasma Fibrinogen levels by Heat Precipitation. A compariscn
of the Technique against Thrombin Clotéable Fibr@nogen with
Spectrophotometry and Radial Immune Diffusion*, Clinica
Chimica Acta, 110 (1981), 9-17. La prueba del tiempo de
coagulacién basada en el wmétodo de Clauss (Clauss, A.,
Gerinnungaphysiclogieche Schnellmethode 2zur Bestimmung des
Fibrinogens. Acta Haematol 1957; 17:234-46}. La prueba
coagulable total basada én un métodeo de Blomback and
Blomback, Arkiv fur-Chemi., 1956, *Capitulo 10, 415-443.

El factor XIII se midié por determinacién fotométriéa
{plasma humano esténdar - normal). El método se basd en las
siguientes referencias:

Fickenacher, K., Aab, A., Stiber, W., “A Photometric
Assay for Blood Coagulation Factor XIII”, Thromb. Haemostas.
65 (1991), 535-540 y Solleder, E., Demuth, D., Pfeiffer, C.,
Bomhard, M., Mayer, J., Eller, T., Brauer, P., Keller, F.,
Grun, J., Fickenacher, K., Wagner C., "Klinische Prufung
eines neuen photometrischen Tests' zur Bestimmung der Factor
XIII Aktivitat im Plasma*, Lab Med. 16 (1992), 48-53.

El plasminégeno y el factor XIII se midieron por ELISA.
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Ejemplo 1: Recuperacién del crioprecipitado del plasma

El plasma se almacen5 a menos de’ -30°C hasta el uso. El
peso requerido del plasma despyés 8Be acondicioné a -11°C
antes de destapar el envase. El Elasma de fondo (acumulacién
de plasma de varios donadores) después se descongeld a <
2.5°C para recuperar el fibrindbgeno, el factor VIII, el
factor de wvon Willebrand (vWF) y el ci‘ioprecipitadd de
fibronectina del plasma. Este precipitado se recuperé por

centrifugacién y se almacendé congelado.

Ejemplo 2: Precipitacién

El crioprecipitado preparado de acuerdo con el Ejemplo 1
Be reaﬁspenditf; en Tris 20_mM/HC1 pPH 6.7 a una relacién de
0.024x del pesoc del plasma de fondo neto y se descongeld
calentando entre 20 y 40°C durante >20 minutos. El pH después
se ajust® a 6.55 con HCl 0.1M. Después se adiciond una
solucién patrén de heparina para dar una concentracién final
de 0.88 mg/ml y la mezcla resultante se agitd durante »>2
minutos. Esto resultd en la precipitacién’ del fibrinégeno-y
fibronectina dejando el factor VIII y vWF en solucién. El
precipitado de heparina después se recuperd por

centrifugacién. Este precipitado puede almacenarse congelado.

Ejemplo 3: Resuspensién del precipitado

El precipitado de heparina preparado de acuerdo con el
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Ejemplo 2 se resuspendi® en NaH;PO, 20 mM/NajHPO,, citrat
trisfdico 10 mM, NaCl 0.5M pH 6.0 en una relacién de 1 parte
de precipitado a 5 partes de amortiguador. Esta suapensién
después se calentd a 40°C y se incubd con mezclado durante »>1
hora. El precipitado de heparina resuspendido después se
clarificéd por filtracién a través de dos filtros hondos (Cuno
058P y Cuno 30LA) y un filtro de men:lbrana (sartobran
0.65‘:/0.45 ym) para asegurar la remocién de agregados que
pudieran proteger los virus del tratamiento con detergente y

solvente subsecuente.

Ejemplo 4: Tratamiento de detergente y solvente

L

Una solucién patrén de detergente y solvente de
polisorbato 20 al 20% v/v y TnBP al 6% v/v después Bse
adicioné al filtrado para .dar una concentracién final de
polisorbato 20 de 1% v/v y TnBP de 0.3% v/v. La mezcla

resultante después se agitd durante no mencs de 1 hora a

temperatura ambiente.

Ejemplo 5: Cromatograffa

El precipitado de heparina tratado con detergente Y
soslvente preparado de acuerdo con el Ejemploc 4, se cargb en
una columna Toyopearl Chelate 650(M) cargada con cobre gque
habla Bido pre-equilibrada con no mencs de 5 v.olﬁmenes de

lecho de amortiguador 1 (EWl: NaH,PO, 20 mM/Na,HPO,, citrato
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trisédico 10 mM, NaCl 0.5 M pH 6.0). La columna después se
cargd con 3 volimenes de lecho de precipitado de heparina
tratado. La velocidad de carga no fue mayor de 77 cm/hr. El
lecho después _ se lavé con 18 volGmenes de lecho de
amortiguador 1. El plasmin6égeno enlazado se lavé usando 15
volimenes de lecho de amo;.-tiguador 2 (EW2: NazHPO, 20 wmM,
alanina 15 mM, NaCl 0.5 M pH 7.5). El1 plasmin6geno eluido
puede procesarse adicionalmente pﬁra producir un concentrado
que puede usarsge clinicamenté. Las condiciones del
amortiguador después se ajustaron usando 5 voldmenes de lecho
de amortiguador 3 (EW3: citrato tris6dico 10 mM, NaCl 50 mM
pH 7.0). El1 fibrinégeno enlazado después se eluyd usando
suficientes volimenes de lecho de amortiguador 4 (EW4:
arginina 50 mM, citrato triedédico 10 mM, NaCl 50 mM pH 7.5)},
de modo que la A280nm (absorbancia UV- a una longitud de onda
de 280 nm) regresS a la linea base. Loe iones de cobre
Hespués se atraparon de la resina usando 5 volfimenes de lecho

de NajHPOQ, 20 mM, NaCl 0.25 M, EDTA 50 mM pH 7.0.

Ejemplo 6: Concentracién

" El fibrindgeno elgido preparado de acuerdo con .gl_
Ejemplo 5 se concentrf usando una membrana cortada de peso
molecular de 100 KDa (Sartocon Sartorius). La membrana se
pre-lavd usando arginina 50 mM, citrato trisSdico 10 mM, NaCl

50 mM pH 7.5. La concentracibén objetivo de fibrinbgeno fue de
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22 mg/ml.

Ejemplo 7: Formulacién

Una solucién de fibrinfégeno concentrado preparada de
acuerdo con el Ejemplo 6 se formulé mediante la adicién de
arginina 710 mM, sacarosa al 16.5% p/p, polisorbato 20 al
1.1% p/p, NaCl 50 mM, citrato trisédico 16 mM pH 7.5 a una
relacién de 1:10. Las concentraciones de la formulacién final
fueron arginina 110 mM, sacarosa 1.5% p/p, polisorbato 20 al
0.1% p/p, NaCl 50 mM, citrato tris&dico 10 mM. El producto
formulado después se f£iltrd a 0.2 um (Sartobran 0.45/0.2 pum,

Sartorius).

Ejemplo 8: Tratamiento secado por congelado y térmico

- E1 producte del Ejemplo 7 Bse 1llend asépticamente en
ampolletas de vidrio a 15 ml por ampolleta y después se secd
i:or congelado, ‘se tapé y se gells. Las ampolletas se trataron
con calor a 80°C durante no menos de 72 horas para inactivar

los virus descubiertos y cubiertos.

Ejemplo 9: CromatogPaffa a escala piloto del concentrado de

fibrinbgeno

1274 g del precipitado de heparina (preparado de acuerdo
con el Ejemplo 2) se re-guspendié en un volumen de 5 veces de

NaH,PO, 20 mM/NaHPO,, citrato trisédico 10 mM, NaCl 0.5 M pH
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6.0 a 40°C en un bafioc de agua con agitacién conatante durante
mis de 1 hora. La solucién resultante se f£iltr6 a 0.45 pum con
el tren de filtrado Cuno 05SP, Cuno 30LA y Sartobran P
0.65/0.45 um. La mezcla del detergente y solvente después se
adicioné para dar concentraciones finales de polisorbato 20
al 1% v/v y TnBP al 0.3% v/v. La mezcla después se agitd a
temperatura ambiente durante 1 hora.

Se cargaron 6391 g del precipitado de heparina tratado
con detergente-y solvente sobre 2123 mL de una resina de
Toyopearl AF Chelate 650(M) empacada en una columna Amicon
Vantage 130 para dar una altura de sedimento de 16 cm. La
columna de cromatografia se. sanitizdé usando 5 volimenes de
lecho de NaOH 0.5 M y se equilibré con aproximadamente 5
volimenes de lecho del amortiguador 1 (EWl, NaH,PO, 20
mM/Na;HPO,;, citrato trisédico 10 mM, NaCl 0.5 M pH 6.0). Esta
se lav6é con aproximadamente 5 volUmenes de lecho de agua
destilada. La resina después se cérgé con iones metdlicos
usando aproximadamente 5 wvolGmenes de lecho de una solucién
de sulfato de cobre 3 mg/ml. Loe iones metdlicos débilmente
enlazados se removieron usando aproximadamente 5 volGmenes de
lecpo de arginina 50 mM, citrato trisédico 10 mM, NaCl 50 mM
PH 7.5 y después aproximadamente 10 vollmenes de iecho del
amortiguador 1. Despuées se aplicd la carga y el lecho después
Be lavé con aproximadamente 18 voliGmenes de lecho del

amertiguador 1. El1 plasmindégeno enlazado se lav6é usando
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aproximadamente 16 volumenes de lecho del amortiguador 2
(EW2: NaH.PO; 20 mM/NaHPO;, alanina 15 mM, NaCl 0.5 M pH

7.5). Las condiciones del amortiguador después se ajustaron

usando aproximadamente 5 voluimenes de lecho del amortiguador

-_ -

3 (EW3: citrato trisédicce 10 mM, NaCl 50 mM pH 7.0). E1l
fibrindgeno enlazado después se eluyé usando aproximadamente
5 volimenes de lecho del amortiguador 4 (EW4: arginina 50 mM,
citrato trisédico 10 mM, NaCl 50 mM pH 7.5). Los iones de
cébre después se atraparon de la resina usando
aproximadamente 5 volumenes de lecho de NaHPO, 20 mM, NaCl
0.25 M, EDTA 50 mM pH 7.0.

Los datos de las concentraciones y de la recuperacidén
para el fibrinégeno, plasmindégeno y el Factor XIII se
proporcionan en la Tabla 1. La clarificacién del TnBP y el

polisorbato 20 se dan en la Tabla 2.

Tabla 1

Muestra | Volumen | Fibrinégeno Factor XIII Plasminégeno
ml mg/ml % U/ml i pug/ml | &

Carga 6391 11.81 | (100) 0.8 (100) 43.9 (100)

FT. 6405‘ <1 <8.49 0.01 0.02

EWl 31971 <1 <42.36| 0.01 6.25 0.03 _0.34

EW2 33800 <1l <44:79 0.05 33.06 7.74 93.25




Muestra | Volumen | Fibrinogenc Factor XIII .Plasminégeno
ml mg/ml % U/ml % ng/ml %

EW3 | 10674 <1 <14.14| 0.05 | 10.44 | 0.20 0.76

EP1 680

EP2 8943 6.45 76.43 0.32 55.98 4.00 12.75

EP3 2060

EDTA 9155 <1 <12.13 0.01 0.03

Abreviaciones usadas: FT = flujo a travées de; EWl =
lavado en equilibrio 1; EW2 = lavado en eguilibrio 2; EW3 =
lavado en equilibrio 3; EPl = pico de elucién 1 (borde lider
del pico de elucién); EP2 = pico de elucién 2 (pico de
elucidn principal); EP3 = pico de elucién 3 (borde de salida

del pico de eluciédn).

Tabla 2 i
Muestra Volumen TnBP Polisorbato 20 i
(ml) Conc. Recuperacién Conc. Recuperacién
{mg/1) (%) {mg/l) (%)
Carga 6391 2900 (100) 13700 (100) |
EP2 8943 6.9 0.3 g - 0.4 ;
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Abreviaciones usadas: EP2 = elucidn del pice 2 (picoc de
elucidén principal).

Los resultados mostraron gque las. tres proteinas,
fibrinégeno, plasminégeno y factor XIII, se capturaron
eficientemente en Toyopearl cargada con Cu? y después 93% dél
plasminégeno cargado se rempvié selectivamente lavando con el
amortiguador de alanina 15 wmM (EW2). El producto del
fibrin6geno eluido contuvo 76% y 56% del fibrindgeno aplicado
y el factor XIII wrespectivamente. La clarificacién de 1los
gquimicos del detergente y solvente también fue eficiente:
86lo 0.3 y 0.4% del TnBP y polisorbate 20 aplicado,
respectivamente, se dejaron en el producto después de 1la

cromatografia.

Ejemplo 10: Ultrafiltracién del fibrinSgeno a escala piloto

Dos casetes cortados de polisulfona de Sartorius (0.1 w?
cada uno) se ensamblaron en un Bsujetador de membrana de
Sartoriue y se limpiaron con 7 1 de agua desionizada. El
montaje se sanitizé con un lavado de 1 1 de NaOH 1 M

calentado a 40°C y despuéas S 1 de NaOH, se recirculd durante

1. hora. El aistema después se limpi6é con 10 1 de agua

desionizada a una velocidad dé flujo transversal de 880
ml/min. La membrana se prepar6 con 5 1 de EW4 (arginina 50
mM, citrato trisédico 10 mM, NaCl 50 mM pH 7.5) sin
contrapresién aplicada a Jla misma velocidad de flujo

-
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transversal.

8960 ml de la fraccidén de fibrinégeno eluido se aplicd a
una concentracién de fibrinégeno inicial de 5.24 mg/ml a una
presién de entrada maxima y presién de trans-membrana de 1.4
y 0.7 Dbar (140,000 y 70,000 Pa), respectivamente. La
ultrafiltracién tomé 1 hora 36 minutos y proporciondé un
retenido de '1227 ml y 23.B mg/ml de fibrinégeno. El f£lujo
promedio fue de 28.8 L/m’/h y las concentraciones de

gelificacién predichas fueron de 31.0 mg/ml.

Ejemplo 11l: Eleccién de los geles IMAC para la purificacién

de fibrindgeno

Se probaron varios geles de cromatografia de quelato
metdlico para su capacidad de unirse y 1liberarse
subsecuentemente al fibrinégeno. Estos se representan en la

Tabla 3 posterior:

Tabla 3
Gel Fabricante Matriz base Grupo de
¢ - o . - quelacién
Toyopearl TosoE Bioéep Metacrilato Acido
Chelate AF iminodiacético
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Gel Fabricante Matriz base Grupo de
quelacién

Toyopearl Tosoh Biosep |Metacrilato Acido

Chelate AF iminodiacético

(brazo de

espaciador

modificado)

Fractogel EMD | Merck Metacrilato Acido

Chelate B iminodiacético

Chelating Amersham - Agarosa Acido

Sepharose FF |Biosciences reticulada iminodiacético

El material iniciador fue el crioprecipitadc gque contuvo
fibrindgeno. Este precipitado se redisolvié en el
Amortiguador I (amortiguador de fosfato de sodio 20 mM que
contiene ya sea cloruro de sodio 250 mM o cloruro de sodio
500 mM, pH 7). El1 gel de quelacién se cargd con iones
metéiﬁcos (cobre, niguel o zinc), después se equilibrd con el
Amortiguador I. El cr;oprecipitado redisuelto se aplicb a una
columpa empacada que contuvo el gel cargado, equilibrado.
Después de que todo el material se habia aplicado, la columna
se lavé con el Amortiguador 1. El1 fibrinégeno se eluyd
lavando la columna con el Amortiguador II (fosfato de sodio

20 mM, amortiguador EDTA 0.05M que contiene cloruro de sodio



250 mM o cloruro de sodio 500 mM, pH 7) o el Amortiguador III
(fosfato de sodio 20 mM, arginina 50 mM, cloruro de sodio 250

mM, pH 7.5) o el Amortiguador IV

34
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(fosfato de sodio 20 mM,

arginina 200 mM, clorurc deé sodioc 250 mM, pH 7.0).

Los resultados-se muestran eh la Tabla 4.

Tabla 4
Gel Ién Fibrinégeno Factor XIII
metdlico | eluido, mg eluideo, u/mg
por ml de gel | de

fibrindgeno

Toyopearl Chelate Cobre 3g.7¢ 0.3

AF (Tosoh Biosep)

Toyopearl Chelate |Cobre 24.1° 0.1

AF (Tosoh Biosep)

Toyopearl Chelate |[Cobre 35.6° 0.08

AF (brazo de
espaciador
modificado) (Tosoh

Biosep)
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Gel Ién Fibrindgeno

metdlico | eluido, mg

Factor XIII

eluido, u/mg

por ml de gel | de
fibrindégeno
Fractogel EMD Cobre 30.8° 0.26
Chelate (Merck)
Chelating > Cobre 16.1°* No probado
. Sepharose FF
(Amersham
Biosciences)
. Toyopearl Chelate Zinc 23,5* 0.22
AF (Tosoh-Biosep)
Fractogel EMD Zinc 31° 0.27
Chelate {Merck)
Chelating Zincl 11.5* TNo probado
Sepharose FF
(Amersham " -
Biosciences)
Toyopearl Chelate Niguel 23.7°

. AF (Tosoh Biosep)

No probado

*Eluido con el Amortiguador II.
PEluido con el Amortiguador III.

Eluido con el Amortiguador IV.

T r—_—— e
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Loe resultados muestran que el fibrinégeno y el factor
XIII pueden aislarse de una solucién que contiene fibrinégeno
usando cromatograffa de afinidad de iones metélicos
inmovilizados (IMAC) con una variedad de ﬁuimicos_de matriz
de base IMAC e iones metdlicos.

i

Ejemplo 12: Eleccibn de los materiales iniciadores

Se investigdé la capapidad de la cromatograffa de
afinidad de iones metdlicos Enmovilizados (IMAC) para
purificar el fibéinégeno de @soluciones que contienen
diferente fibrindgeno.

Soluciones que contienen fibrindgeno:

A. Crioprecipitado redisuelto obtenido de plasma humano
descongelado {preparado de acuerdeo con el Ejemplo 1).

-B. Precipitado de heparina vuelto redisuelto obtenido de
crioprecipitado vuelto a disolver gue se habia mezclado con
heparina (preparado de acuerdo con el Ejemplo 2).

C. Precipitado frio redisuelto obtenido por enfriamiento
del crioprecipitado vuelto a disolver.

D. Solucifn que contiene fibrinbgeno agotada de forma
cromatogrdfica del factor VIII, factor de von Willebrand
(vWF) y fibronectina, obtenida de plasma de humano.

El precipitado frio usado en C se preparf como sigue: el
crioprecipitado, preparado como en el Ejemplo 1, se volvié a

disolver en cuatro veces su peso de solucién de clorur de
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calcio 50 uM a 28'2. El pH se ajﬁsté a 6.8 con &cido acético
1M y la solucién se enfrid a 10°C. Deapués de mezclar durante
>10 minutos, el precipitado que se formé se colectdé por
centrifugacién.

Cada solucién A-D, que contiene aproximadamente 1-20 mg
de fibrinégeno por ml, se incubd con 8sclvente y detergente
para inactivar los virus, después se aplicd a una columna de
resina de IMAC Toyopearl Chelate gue se habfia cargado con
iones de cobre, y se equilibré con fosfato de sodio 20 mM,
cloruro de sodio 250 mM, pH 7.0. Después de cargar, la resina
se lavé con el mismo amortiguador. El1l fibrin6geno se eluyé
mediante la aplicacién de imidazol 25 mM (Amortiguador X} o
arginina 50 mM, fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 250
mM, pH 7.5 (Amortiguador Y).

. Losa resultados se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5
Material Fibrindgeno en | Amortiguador | Fibrindégeno .
iniciador el material de elucién en el eluato,
iniciador, mg por ml de
mg/ml resina
A: 14.1 . X ' 29.8
crioprecipitado
C: precipitado 21.6 X 29.0
frio -
D: solucién de 0.73 X 38.7
fibrinégeno
A: 11.1. - Y 32.5
crioprecipitado| = *
B: -precipitado 14.8 Y 29.9
de heparina
TC: precipitado 203 Y 31.4
frio

Los resultados muestran que la IMAC puede usarse para
preparar fibrindgeno de diferentes materiales iniciadores que

contienen fibrindgeno.
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Ejemplo 13: Formulacifén de £fibrinfSgeno para permitir la

ida__ re-solucién después del tratamiento secado por

G

congelado y térmico

El fibrin6genc que habia sido eluido de la resina IMAC
de acuerdo con los Ejemﬁlqs ‘9 y 10 y concentrado a
aproximadamente 15 ﬁb/ml en argin;na 50 mM, fosfato 20 mM, pH
7.5 (Tablas 6 y 8) o arginina 50 mM, citrat6 trisbdico 10 mM,
pH 7.5 (Tabla 7) se formulé con varios compuéstos
adicionados, se rellend en ampolletas de vidrio (20 ml por
ampolleta) y se secd por congelado. Una vez que sBe completd
el Becado por congelado, las ampolletas se sellaron a vacio,
después se trataron con calor a 80°C durante 72 horas para
inactivar los virus. Las ampolletas después Be
reconstituyeron con agua (5 ml por ampolleta) a temperatura
ambiente (18°C-25°C). Se midid el tiempo de re-solucib6n, como
el tiempo entre la adicién de agua y el tiempo en el cual se
observ6 una soluci6n clara homogénea sin materia ablida
residual.

Los resultados se muesBtran en las Tabla 6, 7 y 8.
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Tabla 6
Arg mM Polys % NaCl mM Cit mM Suc % Tiempo Fib Factor
reconas, después XIII
mins Tecons, después
mg/ml recons,
u/ml
50 .5 250 10 1.5 3.5 44.3 | <1
50 0.1 250 10 1.5 8.1 49.3 | <1
50 0.5 250 0 0 4.1 20.0 |<0.5
50 0.5 250 10 1.5 6.5 37.0 |<0.5
50 0.5 250 0 1.5 5.8 33.1 [<0.5
50 0.25 | 250 0 1.5 2.9 35.4 | <0.5
50 0.1 250 0 1.5 3.9 39.9 1<0.5
50 0.5 230 0 1.5 4.5 36.6 |<0.5
50. 0.5 200 0 1.5 3.6 37.5 | <0.5
50 0.5 180 0 1.5 4.9 35.0 | <0.5
50 0.5 150 0 1.5 3.2 37.9 1<0.5
50 0.5 130 0 1.5 5.7 36.8 | <0.5
50 0.5 100 0 1.5 7.1 36.9 |<0.5
50 0.5 80 0 1.5 7.8 36.9 |<0.5
50 0.5 50 0 1.5 12.2 |41.3 |1.2
50 0.5 50 10 1.5 B.6 43.3 | 1.3
50 0.5 50 0 2.5 7.6 40.7 | 1.2
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Tabla 7
Arg M | Polys 1 | Wacl m¥ | Phos m¥ | Suc ¥ Tiempo | Fib Factor
recons, despuéds XII1
mins recons, después
mg/ml recons,
u/ml
50 0.5 250 ] 6.3 63.7 |<L.5
50 0.5 50 1.5 4.5 67 2.4
50 0.5 50 20 1.5 2.1 63 1.9
50 0.25 |50 * 1.5 1.4 71.7 | 1.8
50 0.1 50 1.5 1.6 61.9 |1.8
50 0.25 |50 20 1.5 2.0 62.1 |1.8
50 0.1 50 20 1.5 2.6 70.8 | 1.7
50 0.5 50 1 4.3 70.1 | 2.0
50 0.5 50 0.75 [2.7 69.1 [2.0
50 0.5 50 0.5 2.6 73.3 |1.7
50 0.25 |50 0.75 |3.0 71.7 | 1.8
100 0.1 50 1.5 8.8 54.8 |1.3
50 0.1 250 7.2 53.7 |<1
120 0.1 50 1.5 5.7 55.4 | <1
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Tabla B8
Arg mM Polys &% |[NaCl mM | Cit mM Carbo § Tiempo Fib Factor ~
reacons, después | XIII
mins recons, después
mg/ml reacons,
u/ml
50 0.5 50 0 Sacarosa |12,2. |41.3 1.2
al 1.5%
50 0.5 50 0 Trehalosa | 14.5 41.1 1.2
al 1.5%
50 0.5 50 0 Rafinosa 13,9 42.5 1.3
al 1.5%

Abreviaciones usadas en las Tablas 6-8

Arg = arginina

.Poly = polisorbato 20

Cit citrato

Suc sacarosa
Fib = fibrinoégeno
Recons = reconstitucién

Carbo = carbohidrato

. . Phos = fosfato

Los resultados mostraron . que los intervalos de’

concentracién efectiva de los formulaciones fueron:

Sacarosa: 0.5-2.5%

Polisorbato 20: 0.1-0.5%
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Cloxruro de sodioc = 50-250 mM (50 mM para la retencifn
del factor XIII)

Arginipna: 50-120 mM

Las altas concentraciones de cloruro de sodio (250 mM)
en combinacién con arginina, polisorbato 20 y wuna sal
amortiguadora, permitieron la répida re-constitucién del
fibrin6geno secado por congelado, tratado con calor, pero se
perdié la actividad del factor XIII. La reduccién en el
contenido de clorurc de sodio acompaﬂado-de la adicién de
sacarosa, permitid la répida reconstitucién y la retencién de
la actividad del factor XIII.

Las combinacioneas selectivas de arginina, polisorbato
20, cloruro de sodio, una sal amortiguadora apropiada y un
carbohidrato, proporcionaron an formulacién para el
fibrinégeno y el 4factor XIIlI, que permiti§ 1la rapida
reconstitucién del producto secado por cengelado, tratado con

calor a temperatura ambiente, con actividad de retencién de

fibrinbgeno y el factor XIII.

Ejemplo 14: Tratamiento por ultrafiltracibén, formulacidn,

secado por congelado y térmico

En cuatro experimentos independientes (A-D), se
resuspendié un precipitado de heparina de acuerdo con el
Ejemplo 3 y se tratd con detergente y solvente de acuerdo con

el Ejemplo 4. La solucién resultante se separ§ por
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cromatografia de acuerdo con el Ejemplo 9 para dar un eluato
rico en fibripégeno y factor XIII. Este eluato después se
concentrd de acuerdo con el Ejemplo 10. El concentrado se
formulé hasta un objetiva de arginina 110 mM, sacarosa al
1.5% p/p, polisorbatc 20 al 0.1% p/p, NaCl 50 mM, citrato
trisddico 10 mM v ge filtréd estétil a 0.2 pym de acuerdo con
el Ejemplec . 7. El1 concentrade filtrado aespués se llend
asépticamente, se secd por congelado y se tratd con calor de
acuerdo con el Ejemplo 8, para dar un producto inactivado
vital doble.

Los eluatos, concentrados filtrados y productos se
probaron para la actividad de la proteina coagulable y el

factor XIII, y los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9
Fraccion Propiedad A B C D

eluato IProteina 5.8 5.6 4.4 4.55
coagulable (mg/mL)
Actividad del 0.19 0.41 0.18 0.18
factor XIII (U/mL)

Con;éntradb Proteina : 21.2 20.4 22.1 18.2

filtrado coagulable (mg/mL)
Actividad del g.61 1,43 0.68 0.65
factor XIII (U/qL)
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Fraccién Propiedad A B Cc D

Preducto Proteina 63.3 45.9 48.8 46.3

coagulable (mg/mL}

Actividad del 1.19 1.64 1.25 1.17

factor XIII (U/mL)

Tiempo de 9.05 5.35 8.72 11.22
reconstitucidn
(min)
- Los resultados muestran que el fibrinégeno puede
concentrarse a aproximadamente 20 mg/mL usando

ultrafiltracién. También muestran gque las condiciones de
formulacién proporcionan un producto con-una concentracidn
del factor XIII de >1 U/mL y tiempos de reconstitucién <<15

min.. -

Ejemplo 15: Efecto de la concentraciédn del Amqrt;guador de

Elucién y pH sobre la elucién de.fibrinéqeno y cobre de una

-

resina de quelato. =~

El crioprecipitado se volvié a disolver en el

. . ’ amort:_i.guador 1 - (amortiguador de fosfato 20 mM que contiene
NaCl 0.25 M, pH 6.0) y se traté con detergente y solvente

como en el Ejemplc 4. La resina de quelato (Toyopearl AF

Chelate 650 (M)) se cargd con iones de cobre, se pre-lavé con

el amortiguador de elucién apropiado y después se equilibré

B e e e L
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con el amortiguador 1. Este material se cargdé sobre la resin

empacada, cargada con cobre. Después de que todo el material
se habia aplicado, la columna se lavé con quince a veinte
volimenes de amortiquador 1. La columna después se lavd con
ciqco a siete volimenes de lecho de amortiguador 2
(amortiguador de fosfato 20 mM que contiene NaCl 0.25 M, pH
7.0}). La columna’ se eluyd con un amortiguador que contiene
fosfato 20 mM, NaCl 0.25.M y arginina a un Aintervalo de
concentraciones y pH.

Los resultados se muestran en la Tabla 10.

- -

Tabla 10

Concen- pH del Concen~ Mgs de Concen- ng de
tracién de amortiguador | tracién de | fibrinbégeno | tracién de | cobre/mg de
arginina en | de elucién fibrindgeno | eluido/ml cobre" fibrinégeno
el eluido de resina eluido aluide
;mortiguador mng/ml mg/L

de elucidn

200 7 4.5 32.3 B 1.8
100 7 1.8 35.7 4.6 | 0.95
50 7 2.5 17.5 2 0.8
50 6.0 1.9 17.6 1.4 0.74
50 7.5 4.4 33.3 2 0.46
50 8.0 3.96 35.3 2.5 0.63
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Los resultados mostraron que una reduccién en la
concentracién de arginina en el amortiguador de elucién
redujo la concentraélén de cobre ;; el eluato de fibrinégeno,
pero tuvo un efecte en la recuperacidn de fibrinégeno. Un
aumentc en el pH del amortiguador de elucidén de arginina 50
mM a 7.5 resulté en una alta recuperacidén de fibrinSgeno y

los niveles de cobre co-eluidos se redujeron’ sustancialmente.

Ejemplo 16: Tratamiento del precipitado de heparina

El precipitade de heparina congelado se re-disolvi§ en
fosfato de scdio 20 mM, cloruro de sodio 500 mM, citrato
trisédico 10 mM, pH 6.0 a una relacién de 1:5 en peso. Se
c;mpararon dos métodos de re-solucibn:

Método 1: El precipitado de heparina se adicioné al
amortiguador a temperatura ambiente. La mezcla después se
calentd a 40°C y se incubé a 40°C durante 1 hora.

Método 2: El1 amortiguador se pre-calentd6 a 40°C y el
precipitado de heparina después ge adicioﬁé a una velocidad
qgue mantuvo una temperatura de >36°C. Después de la adicién
de todo el preélpitado, la mezcla después se incubé durante 1
h a 40°C.

Se probafan tres lotes diferenteas de precipitado. En
cada caso, el método 2 de re-solucién resulté en una

- .

capacidad de filtrado significativamente mayor. El peso del

filtrado final y la concentracién de fibrinSgeno también fue
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de fibrinégeno (ver la Tabla 11l).

o>

resultando en rendimientos mejorados

Tabla 11
Lote { Matodo de Escala de Capacidad- | Capacidad® | Capacidad™ | Rendimiento
re- filtracién' del del del de
solucién filtro filtro filtro £ 1br1n69eno’
Cuno 05SP | Cuno JOLA | Sartchran %)
{kgm™?) (kgm™®) 0.65/0.45
mm {(kgm™)
A 1 Banco 10.66 4,57 3.57 64
A 2 Banco 26.31 26.10 17.51 No
: probado
A 2 Piloto >23.57 »23.72 >13.96 82
B 1l Banco 4.33 4.57 3.47 29
B 2 Banco 13.40 | 13.16 | 11.69 No
probado
C 1 Banco 9.63 8.73 8.48 58
C 2 Piloto >21.66 >22.92 >13.96 81

Observaciones:

1 Area de filtrado a escala de banco

de filtrado de escala piloto

aplicado

(25,000 Pa)

inicial durante

la

a escala de banco y 0.1-0.2 bar

0.00173 m?; 4rea
0.3 m?. La presién-de aire
filtracién fue de 0.25 bar
{10,000-20,000
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Pa) a escala piloto.

2 La capacidad del filtro se calcula como la cantidad
méxima de material re-solubilizado filtrado dividido por ei
drea del filtro. Los ejemplos que muestran capacidades "mayor
que” no Dbloguearon el filtro bajo 1las condiciones
experimentales.

3 El rendimientd® del fibrinégeno se calcula en esta caso
como lose mg de fibrinSgeno recuperado del filtro (=
concentracién recuperada mgmL! x mL de filtrade colectado)
dividido por los mg de fibrindgeno que estuvo en este volumen
del material iniciador (= concentracién aplicada mgmL™? x mb

de filtrado colectado) x 100(%).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la separacién y purificacidn de
fibrinbgeno y por 1lo menos otra proteina; caracterizado
porgue comprende las etapas de:

(a) cargar una solucién gque comprende fibrinégeno y por
lo menos otra proteina sobre una matriz de cromatografia de
afinidad de iones metdlicos inmovilizados, bajo condiciones
de modo que el fibrinégeno y.por lo menos otra proteina se
enlacen a la matriz, y

(b) eluir selectivamente el fibrinfégeno y por lo menos
otra proteina de forma separada de la matriz.

2. Un método de conformidad con la reivindicaci6n 1,
caracterizado porque por lo menos dtra proteina es
plasminégeno.

3. Un mé;odo para la Bseparacién de fibrin6geno de
blasminégeno, caracterizado porgque comprende las etapas de:

(a) cargar una soluci@n que comprende fibrinégeno vy
plasminégenoc scbre una matriz de efomatografia de afinidad de
iones metdlicos inm;vilizados, bajo condiciocnes de modo que
por lo menos el fibrinéggno se enlace a la matriz, y

(b) eluir selectivamente el fibrinfgeno de la matriz.

4. Un método de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado porgue el plasminégeno y el fibrinf6geno gse

eluyen selectivamente de forma separada de la matriz.
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5. Un métcdo de conformidad con cualquiera de 1la
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la solucidn
que comprende el fibrinégeno es una fraccién de plasma gque
contiene fibrinégeno.

6. Un método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones anterioresg, caracterizado porgque la solucién
que comprende el fibrinélgen-o comprende ademfs el factor XIII
y el factor XIII se co-eluyg con el fibrinSgeno de la matriz.

7. Un método para la co-purificaciém de fibrinSgeno y
factor XIII, caracterizado pdrque_comprende las etapas de:

(a) cargar una-solucién que “comprende fibrinfSgeno y el
factor XIII sobre una matriz de cromatografia de afinidad de
iones met&licos inmovilizados bajo las condicicnes de modo
que el fibrinéSgeno y el factor XIII se enlacen a la matriz, y

- (b) co-eluir selectivamente el fibrindgeno y el factor
XIII de la matriz.

‘8. El1 uso de cromatograffa de afinidad de iones
metdlicos inmovilizados para la separacién de fibrin6geno de
plasmindgeno.

9. El wuso de cromatograffa de afinidad de i nes
meti{}cos inmovilizados para la preparacién de fibrinSgeno y
plasminégeno.

10. El1 uso de cromatografia de afinidad de iones
metdlicos inmovilizados para la co-purificacién de

fibrinSgeno y factor XIII.
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11. El £ibrinfSgeno, caracterizado porgue Be prepara por
un método de conformiéad .con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7. )

12. El fibrinf6geno, caracterizado porque se prepara por
un método de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 7, para el uso en terapia.

13. Un kit farmacéutico, caracterizado porque comprende
fibrinégeno preparado por un método de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, junto con trombina.

14, Un kit de conformidad con la reivindicaciém 13,
caracteriza&o porgue la trombina se prepara por un método que
comprende las etapas de:

(a) inactivacién de virus con detergente-solvente de una
solucién que comprende protrombina y factor X;

{b} cargar el producto de la etapa (a) en un medioc de
intercambio aniénico;

{(c) lavar el medio para remover los reactivos usados
para la inactivacidén del virus con detergente y solvente en
la etapa (a);

(d) activar la protrombina en el medio para formar
trombina mediante la adicién de iones de <calcio; vy
opcionalmente

(e) eluir selectivamente la trombina del medio de

intercambio anidénico®

15. Una formulacién farmacéutica, caracterizada porque
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comprende el fibrinégeno preparado de acuerdo con el método
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

16. Una formulacién de fibrinégeno liofilizado,
caracterizada porque comprende el fibrindgenc preparado de
acuerdo con el método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, factor XIII, un carbohidrato, un
aminoédcido, una sal, un amortiguador y un detergente, siendo
la formacidén capaz de la disolucién en agua a temperatura
ambiente en menos de 15 minutos, de preferencia mencs de 10
minutos y mids preferentemente menos de 5 minutos para dar una
solucién de fibrinégeno.

17. Una fd;mulacibn de conformidad con la reivindicacidn
16, caracterizada porque la concentracién de la solucibn de
fibrinSgeno es por lo menos aproximadamente 60 mg/ml.

.18, Una formulacién de éonformidad con la reivindicacién
16 o la reivindicacfbn 17, caract;rizada porque se trata con
calor para inactivar los virus.

19. Una formulacién de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 18, caracterizada porque esté libre de
agentes anti-fibrinoliticos.

20. Una formulacién de conformidad con cualquiera de las
reivindicacioneé 16 a 19, caracterizada porque esté libre de

proteinas estabilizadoras, tal como albiGmina.
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RESUMEN DE LA INVENCION .

La presentg invehéién:desékibe el uso de cromatografia
de afinidad de iones metflicos inmovilizados para la
separacién de fibrinégeﬁo de plasmindgeno, para la
purificacién de fibrinbgéno Y por lo menos otra proteina, por
ejemplo plasmindgego, Y para; la co—burificacién de

fibrinbgeno y el factor XIII.
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\
Section il

1) The subject-matter of claims 11 and 12 is defined by the process of producing
fibrinogen rather than by the technical features of the particular fibrinogen
preparation. As such, the scope of said subject-matter is unclear to such an extent
that a meaningful examination is not possible. Claims 13 - 20 relate back / are
dependent on said claims.

2) Some of the features in the kit claim 14 relate to a method of producing the kit
rather than clearly defining the kit in terms of its technical features. The intended
limitations are therefore not clear from this claim, contrary to the requirements of
Article 6 PCT.

Section V
1) Reference is made to the following documents:

D1: JP(A) 02193913

D2: Millipore Product Catalogue - Product Category Prosep Chromatography
Media (1999), , 1-2

D3: Haemophilia: The Official Joumal Of The World Federation Of
Hemophilia. England Nov 2000 (11-2000), 6(6), 705-708

D4: Derwent WPI; AN: 1996-112641(JP(A) 8012586)

D5: WO-A-8012803 & US-A-5 169 936 (cited on page 3 of the description)

D6: Joumal Of Biomedical Materials Research (05-2000), 50(2), 110-113

D7: Derwent WPI; AN: 1997-095485(JP(A) 8333387)

2) The present application does not satisfy the criterion set forth in Article 33(2) PCT
because the subject-matter of claim 1 is not new in respect of prior art as defined
in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

D5 (page 21) proposes to purify fibrinogen with an immobilized metal affinity
chromatography resin; the said disclosure would appear not to go beyond mere

speculations.

On the other hand, it is known from D1 and D2 (section headed "Prosep Chelating
I, 11 and Iil) that fibrinogen binds to metal chelating chromatography media. In its

Form PCT/Baepamte Sheet/A00 (Shest 1) (EPO-April 1887)
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3)

4)

5)

6)

introductory portion, D2 (see section headed "Description") discloses that the
thereafter described media are efficient as the first capture step in the purification
process of a protein from cell culture. Cell culture is to be regarded as containing
several proteins binding to at least some extent to meétal ion affinity
chromatography matrix.

Thus, it is considered that D2 constitutes an enabling disclosure prejudicial to the
subject-matter of claim 1.

The subject-matter of independent claims 3, 7, 8, 8 and 10, and claims 4 - 6 as
dependent thereon wouid appear to be novel and inventive in view of the known
prior art (Art. 33(2), (3) PCT; see, however, item 6, below).

None of the known prior art documents discloses or renders obvious that
fibrinogen couid be separated from plasminogen by means of metal ion affinity
chromatography (IMAC), that fibrinogen and plasminogen could be prepared by
IMAC, or that fibrinogen and factor Xlll could be co-purified using the said
medium.

It would appear to be generally acknowledged that the binding properties of
proteins to affinity media cannot a priori be reasonably predicted.

it should be noted that fibrinogen e.g. does not bind to Cu immobilized cellulose
affinity membrane and hydroxyapatite treated with a metal salt (see D6, D7)

For analogous reasons, the subject-matter of claim 2 would appear to be novel
and inventive (Art. 33(2), (3) PCT).

Note in relation to claims 11 - 20:

It would appear that the use of fibrinogen in therapy is known in the prior art (see
e.g. D3, D4). A new process of producing a known product (eg plasminogen free
fibrinogen) cannot render the said product novel. As regards claims 14 and 16:
replacement therapy in afibrinogenaemia as well as virus inactivation of
phamaceutical compositions derived from human blood is known to the skilled
person (see documents cited in the present application).

The use of the term "preparation® where most likely "separation and purification" is

Form PCT/Separate Sheet/408 (Shaet 2) (EPO-April 1967)

! Ui P l7OBpANERS Sheet408 (Bheet 3) (EPO-Apil 1097)
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intended renders the scope of claim 9 unclear (Ar. 6 PCT).

Under the above assumption, it would appear that also claim 9 should be
dependent on claim 8.

7) Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background art

disclosed in the document D2 is not mentioned in the description, nor are these
documents identified therein.

Form PCT/Separate Sheot/408 (Sheet 3) (EPO-Aprll 1867)
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7. A method for the co-purification of !i.brinogen and
factor XIII which comprises the steps of:

"~ (a) loading a solution comprising fibrinogen and
factor XIII onto an immobilised metal ilon affinity
chromatography matrix under conditions such that the
fibrinogen and the factor XIII both bind to the matrix,
and .

(b} selectively co-aluting the fibrinogen and the
factor XIII from the matrix.

B. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the separation of fibrinogan from
plasminogen.

5. .Use of immcbilised metal ion affinity
chromatography for the preparation of fibrinogen and
plasminogen.

10. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the co-purification of f:.b:cinogun and,
factor XIII.

" 11 Fihr:.nogcn prepared by a mathod aeco:ﬂmg to any of

claime 1 to 7.

.12.: Flbrinogen prepared by a method according to any of

claims 1 to 7, for usa in therapy.

13. A pharmaceutical kit comprising fibrinogen prepared
by a method according to any of claims 1 to 7, together
with throwbin.

14. A kit ap claimed in claim 13, wherein the thrombin
is prepared by a method comprising the steps of:

(a) solvent-detergent virus inactivation of a
solution comprising prothrombin and factor X)

(b} loading the product of step (a) onto an anion’
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERMACIOMAL No. de solicitud internacional
- PCT/GB03/02928

I. El.d-l Teporte

1. Base del reporte \

1. Con respecto a los elemsmtos de la solicitud internscional (las hojas de resmplazamient e se
han praoporcionado a la Oficina de recepcidn en respuesta a una invitacidn bajo el Articulo 1 e
refieren en este reporte como “presentado originalmente” y no se anexan en este reporte porque no
contienen enmiendas (Regla 70.16 y 70.17)):

- -

n-a:lpud..bn, phginas
1-34 como se presentd originalmente

Reivindicagionss, Nimeros
1-6, 15-20 como se presentd originalmente
7-14 presentado con telefax el 11.06.2004

7. Con respectc al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron-disponibles o
~roporcionados por esta Autoridad en el lenguaje en que se presentd la publicacién internacional, a
menos que se indique lo contrarlo bajo este punto.

Estos elemantos estuvieron disponibles o proporcicnados por esta Autoridad en el siguisnte
lenguaie: » gue es;

O El idioma de una traduccion proporcionada para los propdsitos de bisqueda internacional (bajo
la Regla 23.1(b)). .

0O El idioma de una publicacién de la sclicitud internacional (bajo la Regla 48.3(b}).

O El idioma de una traduccién proporcionada para los propdsitos de examen preliminar
internacional (bajo la Regla 55.2 y/o 55.13).

3. Con reapecto a cualquier secuspoia nucleétida y/o de aminodoido descrita en 1la solicitud
internacional, el examen preliminar internacional se llevd a cabo sobre la basa de la lista de
secuencias:

0 contenido en la msclicitud intarnacional en forma escrita. ]

0O presentado junto con la solicitud internacional en la forma legible por computadora.

0O proporcionado subsecuentemente a esta Autoridad en forma escrita.

0O proporcionado subsecuentemente a esta Autoridad en la forma legible por computadora.

D Se ha proporcionadoc la declaracién de que la lista de secuencias escrita proporcionada
subsecuentemsnte no va mAs alld de la descripcién en la solicitud internacional eomo se presentd.

¢ 00 Se ha proporcionade la declaraciédn de que la informacidn registrada en la forma legible por
computadora es idéntica a la lista de secuencias sscrita.

- DO Las enmiendas han resultado en la cancelacién de:
D 1a descripclén, phginas: NINGUNA

0 las reivindicaciones, Nos.: NINGUNO

O los dibujos, hojas/fig: NINGUNA

5. O Eate reporte se ha establecido como si (algunas de) las enmienidas no se hubieran hecho, dado
que se han conslderado que van mi&s alld de la deacripcién como se presentd (Regla 70.2 (c))**,

6. phacruclones adicionales, si es necesario:

Forma PCT/IPEA/409 (Cuadro I) (enero de 2C04)
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. IRTERNACIONAL PCT/GR03/02928

JII. No establecimiento de opinién con respectco a novedad, paso inventi
splicabilidad industrial .

1. La cuestién de si la invenciodn reivindicada parece que es nueva,
involucra un paso inventivo (que no es obvio), o que es aplica
industrialmente no se ha examinado con respecto a:

0O la solicitud internacional completa

& reivindicaciones Nos. 11-20.

Debido a que:

la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. se refieren al
siguiente asunto relacionadoc que no requiere un examen preliminar
internacional (especificar):

ver hoja separada

0 1la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indicar elementos
particulares posteriores) o las reivindicaciones Nos. no son asi claras
gue no podria formarse opinidn significativa (especificar):

0 las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. se soportan asi
inadecuadamente por la descripcién que no podria formarse opinién
significativa.

U no se ha establecido reporte de bisqueda internacional para las
reivindicaciones Nos.

2. No puede 1llevarse a cabo un examen preliminar internacional
significativo debido a la falla de la lista de secuencias nucledtida
y/o de aminoacido cumple con el estdndar proporcionado en el Anexo C
de las Instrucciones Adm%gistrativas:

O la forma escrita no se ha proporcionado o no cumple con el esténdar.
O la forma legible por computadora no se ha proporcionado © no cumple
con el estandar.

Forma PCT/IPEA/409 {enero de 2004)
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inventivo o aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que sopertan
declaracién

V. Declaracién razonada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respectc a novedad.\Q:;:i
al

1. Declaracién

Novedad (N) Reivindicaciones 5I: 2-10
Reivindicaciones NO: 1

Paso Inventivo (PI) _ Reivindicaciones SI: 2-10
Reivindicaciones NO: NINGUNA

Aplicabilidad industrial Reivindicaciones SI: 1-10

(AI) Reivindicaciones NO: NINGUNA

2. CITAS Y EXPLICACIONES

Ver hoja separada
S8eccién III
1) El1 asunto relacionado de las réivinﬂicaciones'll y 12 se define
mediante el proceso para producir fibriné6geno en lugar de las
caracteristicas técnicas de la preparacién de fibrindgeno
particular. Como tal, el alcance del asunto relacionado no es
claro, a tal grado que no es posible una examinacién significativa.
Las reivindicaciones 13-20 se refieren nuevamente/son dependientes

de tales reivindicaciones.

2) Algunas de las caracteristicas en el kit de la reivindicacién 14
se refieren a un método para producir el kit, en lugar de definir
claramente el kit en términos de sus caracteristicas técnicas. Por
lo tanto, las limitaciones destinadas no son claras a partir de

esta reivindicacién, contrario con los regquerimientos del Articulo

6 del PCT.

s.aeién.V
1) Se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: JP(A) 02193913

D2: Millipore Produc% Catalogue - Product Category Prosep

Forma PCT/IPEA/409 (Cuadro V) (enero de 2004)
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INTERNACIONAL-HEOJA SERARADA . PCT/GB03/02928
Chromatography Media (1999), 1-2

D3: Haemophilia: The Official Journal Of The World Federation
Haemophilia. England Nov 2000 (11-2000), 6(6), 705-708

D4: Derwent WPI: AN: 1996-112641 (JP(A) 8012586)

D5: WO-A-9012803 & US-A-5 169 936 (citado en la pagina 3 de la
descripcién)

D6: Journal Of Biomedical Materials Research (05-2000), 50(2), 110-
113 '

D7: Derwent WPI: AN: 1997-095485 (JP(A) B333367)

2} La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el
Articulo 33(2) del PCT porque el asunto relacionado de la
reivindicacién 1 no es nuevo con respecto a la técnica anterior
como se define en las regulaciones (Regla 64(1)-{(3) del PCT).

D5 (pagina 21) .propone purificar fibrindégeno con una resina de
cromatografia de afinidad de metal inmovilizado; la descripcién
pareceria que no va mas allad de meras especulaciones.

Por otro lado, se conoce de Dl y D2 (seccién encabezada “Prosep
Chelating I, II y III) que enlaza el fibrinégeno al medio de
cromatografia de quelacién met&lico. En su parte introductoria, D2
(ver la  seccidén encabeZada “DescripEion") .describe los medios
dqscritoé postériormente son.eficientes como la primera etap; dé
captura en el proceso de purificacién de una proteina del cultivo
celular. El cultivo celular se considerara que contiene diferentes

proteinas que enlazan, en al menos un grado, a la matriz de

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 1) (EPO-abril de 1997)
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. INTERNACIONAL-HOJA SEPARADA PCT/GB03/02928 \
cromatografia de afinidad de iones metdlicos.
N
De esta manera, se considera que D2 constituye una descripcién
N

permitida que es perjudicial para el asunto relacionado de la

reivindicacibén 1.

3} El asunto relacionado de las reivin&icaciones independientes 3,
7, 8, 9 y 10 y las reivindicaciones 4-6 como dependientes de las
mismas, pareceria que es3 nuevo e inventivo desde ‘el punto de vista
de la técnica anterigr conocida (Art. 33(2), (3) del PCT:; ver, sin
embargo, el punto 6, posterior}.

Ninguno de los documentos de la técnica anterior conocida describe
o hace obvio gque el fibrinégeno .pueda separarse del plasmindgeno
. por medio de cromatografia de afinidaci,_ de iones metaAlicos (IMAC),
que el fibrindgeno y el plasminégeno puedan separarse mediante IMAC
0 que el fibrindgeno y el factor XIII puedan co-purificarse usando
este medio.

En general, pareceria que se reconoce que las propiedades de
enlazamiento de las proteinas al medio de afinidad no pueden
predecirse a priori de manera razonable.

Deberia observarse que el fibrindbgeno, por ejemplo, no se enlaza a
la membrana de afinidad de celulosa inmovilizada con Cu e

.‘ . hidroxiapatita tratada con una sal metdlica {ver D6, D7).

4) Por razones anédlogas, el asunto relacionado de la reivindicacién

2 pareceria que es nuevo e inventivo (Art. 33(2), (3) del PCT).

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 2) (EPO-abril de 1997)
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5) Observacidén con relacidén a las reivindicaciones 11-20:

) .

fibrindgeno) no puede hacer nuevo este sproducto. De acuerdo con las
reivindicaciones 14 y 16: es conocida por los experimentados la
terapia de reemplazamiento en la afibrinogenemia asi como la
inactivacién de virus de composiciones farmacéuticas derivadas de
la sangre humana (ver los documentos citados en la presente

solicitud).

6) El wuso del término “préparacién” donde mas probablémente
“separacién y purificacidén” tiene el propésito de hacer el alcance
dé la reivindicacién 9 no claro (Art. 6 del PCT).

Bajo el supuesto anterior, pareceria que también la reivindicacidn

9 deberia ser dependiente de la reivindicacién 8.

7) Contrario con los requerimientos de la Regla 5.1(a) (ii) del PCT,
no se menciona en la descripcidén la técnica antecedente relevante
descrita en el documento D2, ni se identifican en la presente estos

documentos.

-+ -

f

Pareceria gque el uso de fibrindégenoc en terapia es conocido en 1la

. _ ™~
técnica anterior (ver, por ejemplo, D3, D4). Un nuevo proceso para
producir un producto conocido ‘(por ejemplo, plasmindégeno sin

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-abril de 1997)
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REIVINDICACIONES

7. Un método para la co-purificacién de fibrindgeno y
factor XIII, caracterizado porque comprende las etapas de:

(a) cargar una solucién que comprende fibrinégeno y el
factor XII1 sobre una matriz de cromatografia de afiniQad de
iones metélicos inmovilizados bajo las condiciones de modo
gue el fibrinégeno y el factor XIII se enlacen a la matriz, y

(b} co-eluir selectivamente el fibrinégeno y el factor
XIII de la matriz.

8. El uso de cromatograffia de afinidad de iones
met&licos inmovilizados para la separacién.de fibrinSgeno de
plasminégeno.

9. El _us; de cromatograffa de afinidad de iones
metilicos inmovilizados para la preparacién de fibrinégenoc y
plasminégeno.

10. El uso de cromatografia de afinidad de iones
met&licos inmovili;ados para ) la co-purificacién de
fibrindgeno y factor XIII. .

11. El1 fibrinbégeno, caracterizado porgue se prepara por
un método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

12. El1 fibfinégeno, caracterizadeo porque se prepara por
un método de conformidad con cualguiera de las

reivindicaciones 1 a 7, para el uso en terapia.

13. Un kit farmacéutico, caracterizado porque comprende

+
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fibrinSgeno preparado por un método de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, juptq con trombina.
14. Un kit de conformidad con la reivindicacién 13,
caracterizado porque la trombina se prepara por un método que
comprende las etapas de:
{(a) inactivacién de virus con detergente-solvente de una
solucién gue comprende protrombina y factor X;

(b) cargar el producto de la efapa (a) en un medio de
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1. This written opinion is the first drawn up by this international Preliminary Examining Authority.
2. This opinion contains Indications relating to the following tems:

Basis of the opinion

Priority

Non-establishment of opinion with regard to novalty, inventive step and industrial applicability
Lack of unity of Invention

Reasonad statemant under Rule 66.2(a)(l) with regard 1o novelty, inventive step or Industrial applicabiilty;
chations and explanations supporting such statement
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For an addiional opporiuntty ¥ submit amendments, see Rule 68.4.
For the examiner's obiigation 1o consider amendments andbr arguments, ses Rule 66.4 bis.
For an informal communication with the examiner, see Rule 68.6.

K no reply Ie flled, the Intemnational prefiminary examination report will be established on the basis of this opinion.

4. The final date by which the Intemational preliminary
~_axamination report must be established according to Rule 80.2 ls:

DUE [JATES
NOTED
Name malling address of the Intamational Authorized Officar
axamining authority:
\'L“n European Patent Ofice Formalites officer (Incl. extension of time limém)

0-80288 Munich Cleere, C
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Faxc +40 89 2390 - 4465
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WRITTEN OPINION Intemational application No. PCT/GB 0302

I. Basis of the opinion

1. With regard to the elements of the intemnational application {FReplaceament sheets which have bsen fumished to
merg_mmgOﬂ'banmsponsebmnmmmm 14 are reforred fo in this apinion as “originally

Description, Pages
1-34 " as orginally filed

Claims, Numbers
1-20 as originally filed

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority In the
language in which the intemational application was filed, unless otherwise indicated under this item.

These elements were available or fumished to this Authority in the following language: , which ia:
0O the language of a translation fumished for the purposes of the intemationat search (under Rule 23.1(b)).

O the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. With regard o any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the international appilcaﬁon. the
international preliminary examination was carried out on the basis of the saquence listing:

contained in the intarmational application in written form.

filed together with the intemational application in computer readabls form.

fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsaquently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the Intemational application as filed has been fumished.

The statemert that the information recorded in oonputormathblelonnmdenhcaltothewnttenaaquanca
listing has bean fumishad.

. The amendments hava resulted in the cancellation of:

O gO0oOooan

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:

5. 00 This opinion has been established as if (some of) the amendmants had not been made, since they have
been considerad to go bayond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).

8. Additional observations, if necessary:
iil. Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial applicability

1. The quastions whether the claimed invention appears to be novel, 1o involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been and will not ba examined in respect of:

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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O

(u

0

the entire international application,
claims Nos. 11-20
because;

the said intemational application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an intemational preliminary examination (specify):

tha description, claima or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 11-20 are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify).

soe separate sheet

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supportad by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no Intemational ssarch report has been established for the said claims Nos.

2. A written opinion cannot be drawn due to the failure of the nuclectide andbr amino acid sequencs listing to
comply with the Standard provided for in Annex C of the Administrative instructions:

O
a

the writtan form has not been furnished or does not comply with the Standard.
the computer readable form has not been fumished or does not comply with the Standard.

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, inventive atep or Industrlal
applicabllity; citations and explanations supporting such sitatement

1. Statemnent
Novelty (N) Claims 1,9.8.9
Invertive step (IS) Claims 2,4-7,10
Industrial applicability (1A) Claims

2. Citations and explanations
ses saparais shest

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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SEPARATE SHEET
.
Section il \

1) The subject-matter of claims 11 and 12 is defined by the process of producing
fibrinogen rather than by the technical features of the particular fibrinogen
preparation. As such, the scope of said subject-matter is unclear to such an extent
that a meaningful examination is not possible. Claims 13 - 20 relate back / are
dependent on said claims.

2) Some of the features in the kit claim 14 relate to a method of producing the kit
.rather than clearly defining the kit in terms of its technical features. The intended
limitations are therefore not clear from this claim, contrary to the requirements of
Article 6 PCT.

3) The dependency of claim 14 on a kit as claimed 12 is obviously erroneous (Art. 6
PCT).

Section V
1) Reference is made to the following documents:

D1: JP(A) 02193913

D2: Millipore Product Catalogue - Product Category Prosep Chromatography
Media (1999), , 1-2

D3: Haemophilia: The Official Joumal Of The World Federation Of
Hemophilia. England Nov 2000 (11-2000), 6(6), 705-708

D4: Derwent WPI; AN: 1996-112641(JP(A) 8012586)

D5: WO-A-8012803

D6: Joumal Of Biomedical Materials Research (05-2000), 50(2), 110-113

D7: Derwent WPI; AN: 1997-095485(JP(A) 8333387)

2) The present application does not satisfy the criterion set forth in Article 33(2) PCT
because the subject-matter of claims 1, 3, 8 and 9 is not new in respect of prior art
as defined in the regulations {(Rule 64(1)-(3) PCT).

It is known from D1 and D2 (section headed "Prosep Chelating |, Il and Ili) that

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 1) (EPO-Aprl 1897)
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SEPARATE SHEET

1

fibrinogen binds to metal chelating chromatography media. Since D5 (page 21)
also proposes to purify fibrinogen with an immobilized metal affinity
chromatography resin, it is considered that each of D1, D2 and D5 constitutes an
enabling disclosure prejudicial to the subject-matter of the above mentioned
claims,

3) The present application does not satisty the criterion set forth in Article 33(3) PCT
because the subject-matter of claims 7 and 10 does not involve an inventive step
(Rule 65(1)(2) PCT).

In view of the statement in D2 (loc.cit.) that large molecules can be purified. by
IMAC, the subject-matter of claims 7 and 10 would appear to lack an inventive
step (Art. 33(3) PCT).

4) Dependent claims 2 and 4 - 6 do not appear to contain any additional features
which, in combination with the feature of the claim(s) to which they refer, involve
an inventive step. Said claims cannot be accepted under Article 33(3) PCT.

5) Note in relation to claims 11 - 20:

It would appear that the use of fibrinogen in therapy is known in the prior art. A
new process of producing a known product (eg plasminogen free fibrinogen)
cannot render the said product novel. As regards claims 14 and 16: replacement
therapy in afibrinogenaemia as well as virus inactivation of parmaceutical
compositions derived from human blood is known to the skilled person (see
documents cited in the present application).

6) Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background art

disclosed in the documents D1 - D5 is not mentioned in the description, nor are
these documents identified therein.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-Aprll 1897)



De la AUTORIDAD DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE. PATENTES j

Para:
FRANK, B., Dehn & Co. PCT
ommoN scarTa
~ la 66 del PCT)
GRAN BRETARA (Reg
Fecha de envio 12.03.2004
. (dis/mes/aho):
Referencia de archivo del solicitante ¢ apoderado: VENCIMIENTODE denrode 3 meses a partir
1CONTESTACION de la fecha de envio anterior.

No. de solicitud internaciona); Fecha de presentacién internacional Fecha de priotidad {dia/mes/afio):

PCT/GB 03/02928 {dia/mes/aiio):  07.07.2003* 10.07.2002

Clasificacion de Patente Imernacional (IPC) o clasificacidn nacional e IPC:

CO7K 1/22, €07K 1/22

Solicitante
NATIONAL BLOOD AUTHORITY

1. Esta opinidn escrita es la primera (primera, etc.) redactada por esta Autoridad Examinadora Preliminar Internacional,
_ | 2. Este reporte contiene indicaciones y piginas correspondientes que se relacionan con los siguientes puntos:
1|X | Base de la opinién )

i[_] Prioridad
I [E No se establece vpinién con respecto a novedad, paso o etapa inventiva y aplicabilidad industrial
v D Falta de unidad de la invencion

A% Declaracion justificada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a novedad, etapa o pasc inventivo o aplicabilidad
industrial; citas y explicaciones que spoyan tal declaracién.
Vi D Ciertos dacumenttos citados

VIl D Ciertos defectos en Ia solicitud internacional

VI El Ciertas observaciones en la solicitud interacional
. Mediante la presente el yolicitante estd invitado a responder a esta opinidn
{Cuiinde? Véase el limite de tiempo indicado anteriormente. El solicitante puede, antes de la expiraciin de aquel limite de
+ tiempo, solicitar a esta Autoridad que conceda una extensiin, véase Regla 66.2(d).
+Como? Al presentar una respuesta por escrito, acompafiada. en donde ses apropiado, por enmiendas, de acuerdo a la Regla
66.3. Pam I forma y 1a lengua de las enmiendas. véanse Reglas 66.8 y 66.5.
También  Para una oportunidad adicional para presentar estas enmiendas, véase In Regla 66.4
Para la obligacion del examinador a considerar las enmiendas y/o argumentos, viase Ia Regla 66.4bis.
Para una comunicacién informal con el examinador, véase Ia Regls 66.6.
S{ no se presenta respuesta. el reporte de examen preliminar internacional serd establecido en base a esta opinidn.-
4. La fecha final en la cual el reporte de examen preliminar internacional debe ser establecido
" De acuerdo a I Regla 69.2 es:
Nombre y direceién de correspondencia de la autoridad | Funcionario Autorizado
del examen preliminar internacional:

European Patent Office Funcionario de formalidades (incluyendo extensién de limite de
D-8029B Munich tiempo)

Tel. +49 89 2399-0, Tx: 523656 epmu d Cleere. C

Fax: +49 89 2399-4465 " |No. telefonico: +49 89 2399-7713

Forma PCT/IPEA/408 (poriads) (enero del 2004)
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Lo YA

OPINION ESCRITA No. de solicitud intemacional { \

PCT/GB 03/02928 \

1. Base de ia opinion

1. Con respecio a los elementos de la solicilud internacional (Las hojas de reemplazo que han sido provistas a Ia Oficina Reteptofa en |
respuesis & una invitacién bajo el Articulo 14 son referidas en esta opinién como “presentadas originalmente™):

Descripeién, piginds:
1-34 como s¢ presentaron originalmente

Relvindicaclones. No.:

1-20 como se presentaron griginalmente

2. Con respecio al Idloma. la hisqueda internacional se lleva a cabo con base en In solicitud internacionsl en el lenguaje en el cual se
presentd la misma, a menos que se indique de atra manera bhajo est-e puato. '
Estos elementos estuvieron disponibles o fueron provistos a esta autoridad en el siguiente lenguaje: el cual es
[ 1el lenguaje de una traduccion provisia para los propositos de la bisqueda internacional (bajo la Regla 23.1 (b)).
. [ ] el lengunje de publicacion de la solicitud internacional (bajo Ja Regila 43.3 (b)).
[ ] el lenguaje de una traduccion provisie para los propdsitos del examen preliminar internacional (baja Is Regla 56.2 yfo 55.3).

3. Con respecto B cualquier secuencia de nucledtidos y/o aminodeidos descrita en la solicitud internacional, la busqueda interna se
llevd a cabo con base en el listado de secuencins: '
[ ]Contenida en la solicitud internacional en la forma escrita .
[ ]Presentada junto con la solicitud internacional en una forma descifrable por computadora
[ ]Provista subsiguientemente a esta Autoridad en la forma escrita
[ ] Provista subsiguicntemente a esta Autoridad en forma descifrable por computadora
[ ] La declamcion de que el listado de secuencia esti provista subsiguientemente no va wils alld de la descripcion en
Ia solicitud internacional como se presentd
[ ]La declaracion de que la informacion registrada en le forma descifrable por computadora es idéntica al listado de
secuencias ha sido provisto.

4. Las enmiendas han dado como resultado ls cancelacidn de:
La descripcion, piginas

las reivindicaciones, Nos.
los dibujos, hojas/figuras

.y -

5. { 1 Esta opinion ha sido extablecida como si (algunas de) las enmiendas no se hubieran hecho, puesto que se ha considerado
que van mis alla de la descripcidn como se presentd, como se indica en el bloque complementario (Regla 70.2(c)).

6. Observacignes adicivnales, si es necesario:

Forma PCT/IPEA/408 (enero del 2004)



OPINION EBCRITA | Solicitud Internacional No. PCT/GB03/02928 =

[TIX. No astablecimiento de opinién con respscto a novedad, paso inventivo y
| aplicabllidad industrial —
1. Las cuestiones de mi la invenrcidn reivindicada parece gue es nueva, que inveclucra un
"pasc inventivc {(gque nc es obvie; o que es aplicable industrialmante nc ha aide.v n e
examinari con respecto a:

0 La solicitud internacional completa,
@ Reivindicaciones Nos. 11-20
Porque:

O La =olicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. Se refieren al siguiente
asunto relacionadoc 3Jue no requiere una examinacién preliminar internacional
{especificar}:
Var hoja separada -

0 Las reivindicaciones, o estas reivindicacionss Nos. no se :soportan inadecuadamente
por la descripeidn, esto es que no puede formarse opinién significativa.

0 Ho se ha establecido reporte de blisqueda internacional para las reivindicaclones
Noa.:

2. Una opinién escrita no puede fgrmularse debido .al fracaso del listado de secuenclas
nucleotidica y/o de aminodcido para cumplir con el Estdndar proporcicnado en el Anexo C
de las instrucciones Administrativas:

D No se ha proporcionado la forma escrita o no cumple con el Esténdar

O La forma legible por computadora no se ha proporcionado © no cumple con el
Esténdar.

Forma PCT/IPEA/408 (enero de 2004)



OPINION ESCRITA No. de solicitud internacional  \ [x

PCT/GB 03/02928 i Y
V. Declaracién Justifienda bajo 1a Regla 66.2(a)(li) con respecto a la novedad. etapa inventiva o aplicabllidad indust
citas v explicaciones que apovan tal declaracion.

1. DECLARACION - - \\\

Novedad (N) | Reivindicaciones | 1.3.8.9
Euapa Inventiva {IS) | Reivindicaciones | 2.4-7.10
Aplicabilidad industrial (LA} [ Reivindicaciones |

2. CITAS Y EXPLICACIONES

véase la hoja separada
Seccibn IIIX

1) El asunto relacionado de las reivindicaciones 11 y 12 se define

por el ©proceso para producir fibrinégeno en lugar de las
caracteristicas técnicas de la preparacién de fibrinégeno
particular. Como tal, el alcance del asunto relacicnado no es claro,
a tal gradoc que no es posible una examinacién exitosa. Las
reivindicaciones 13-20 se refieren nuevamente/son dependientes de

egtas reivindicaciones.

2) Algunas de las caracteristicas en el kit de la reivindicacién 14,
se refieren a un método para producir el kit en lugar de definir
claramente el kit en términos de sus caracteristicas técnicas. Por
lo tanto, las limitaciones pretendidas no son claras para esta
reivindicacidén, contrario a los requerimientos'del Articulo 6 del
PCT.

3) La dependencia de 1la reivindicacién 14 sobre un kit de

conformidad con la reivindicacién 12, es obviamente errdnea (Art. 6

del PCT).

Fornma PCT/IPEA/408 (enero del 2004)




f;' ‘OPINION ESCRITA Solicitud Internacional No. PCT/GBOB/Ozﬁzg\:'
‘ HOJA SEPARADA i

Seccidén V
1) Se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: JP(A) 02193913
D2: Millipore Product Catalogue - Product Category Prosep
Chromatography Media (1999), 1-2
. D3: Haemophilia: The Official Journal Of The World Federation Of
Hemophilia: England noviembre de 2000 (11-2000), 6(6), 705-708
D4: Derwent WPI; 1996-112641 (JP(A) 8012586).
D5: WO-A-9012803 '
D6: Journal Of Biomedical Materials Research (05-2000), 50(2),
110-113
D7: Derwent WPI; AN: 1997-095485 (JP(A) 833387)

2) La presente solifitud no satisface el criterio establecido en
el Articulo 33(2) del PCT porque el asunto relacionado de las
‘ reivindicaciones 1, 3, 8 y 9 r1ro es nuevo con respecto al arte
previo, como se define en las regulaciones (Regla 64(1)-(3) del
PCT) .
Se conoce de D1 y D2 (seccidédn encabezada “Prosep Chelating I, II y
III) que el fibrindgeno *se enlaza al” medio de cromatografia de
quelacién . metdlica. Dado gque D5 (pdgina 21) también propone
purificar el fibrinégeno con una resina de cromatografia de
afinidad de metales inmovilizados, se considera que cada uno de
D1, D2 y D5 constituye una descripcién permitida perjudicial para
el asunto relacionado de 1las reivindicaciones mencionadas

anteriormente.

3) La presente solicitud no satisface el criterio establecido en
el Articulo 33(3) del PCT porgue el asunto relacionado de las
reivindicaciones 7 y 10 pareceria que carece de un paso inventivo
(Art. 33-(3) del PCT).

Forma PCT/Hoja Separada/408 (Hoja 1) (EPO-abril de 1997)
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HOJA BREPARADA

4) Las reivindicaciones dependientes 2 y 4-6 no parece gue
contengan ningunas caracteristicas adicionales que, en combinacién
con la caracteristica de la o las reivindicaciones a las gue se
refieren, involucran un paso inventiveo. Estas reivindicaciones no
pueden aceptarse bajo el erticulo 33(3);§e1 PCT.

5) Comentarios con relacién a las reivindicaciones 11-20:

Pareceria que el uso de fibrindgeno en terapia es conocido en el
arte previo. Un nuevo proceso para producir un producto conocide
(por ejemplo, plasminSgeno sin fibrindgeno) no puede hacerse en el
nuevo producto. Con respecto a laes reivindicacionea 14 y 16:
terapia de reemplazamiento de afibrinogenemia asi como
inactivacidén de virus de composiciones farmacéuticas derivadas Qe
gsangre humana es conocida por los experimentados en el arte (ver

loa documentos citados en la presente solicitud).

€) Contrario con los requerimientos de la Regla 5.1(a)({ii)} del
PCT, el arte antecedente relevante en los documentos D1-D5 no se
menciona en la descripcitn, ni se identifican en la presente estos

documentos.

Forma PCT/Hoja Separada/408 (Hoja 2) (EPO-abril de 1997)




European Patent Office dae 11 June 2004
D-80298 Miinchen your ref
Germany ourref 61.78608/001
BY FACSIMILE
Confirmation by Mail
Dear Sirs

International Patent Application No. PCT/GB03/02928 of National Blood Authority et
al,

I write in reply to the Written Opinion dated 12 March 2004.

Amended page 36 of the claims is enclosed to replace page 36 as filed. The dependency of
claim 14 has been corrected as suggested in Section III, paragraph 3 of the Written Opinion.
The matters referred to in Section III, paragraphs 1 and 2 and Section V, paragraphs 5 and 6 of
the Written Opinion will be addressed during the national/regional phases of this application.

The Written Opinion raised lack of novelty objections against claims 1, 3, 8 and 9 on the basis
of D1, D2 and D5. Itis submitted that none of these documents in fact deprive any of these
claims of novelty, as none of them contain a clear and unambiguous disclosure of the subject
matter of any of these claims.

D1 (JP-A-02193913) discloses use of a metal chelate chromatography medium to separate
pyrogen from mnter aka fibrinogen. Pyrogens are lipopolysaccharides derived from bacterial cell
walls, They are not therefore proteins. D1 therefore only describes separation of a single
protein (e.g. fibrinogen) from a non-protein substance (pyrogen). It does not describe any
purification of fibrinogen from a starting material which contains more than one protein, as
required by present claim 1. Furthermore, it does not refer to either plasminogen or factor XIII.
There is therefore no disclosure of the separation of fibrinogen from plasminogen or the
co-purification of fibrinogen and factor XIII as required by claims 3 and 7 respectively. Claims
8 and 9 are also novel, as D1 does not make any reference to plasminogen.

D2 simply discloses that Prosep Chelating III (an immobilised metal affinity chromatography
product) "is suitable for the purification of large molecules such as fibrinogen". However, there
is no disclosure or suggestion in D2 as to use of such a product for the separation of fibrinogen
from another protein such as plasminogen. Nor is there any disclosure of the use of such
products for the co-purification of fibrinogen and factor XIII. Claims 1, 3, 7, 8 and 9 of the
present application are therefore novel over D2,



11 June 2004 -2- )\
61.78608/001

D5 is an equivalent of US5,169,936 which is referred to on page 3, lines 5-10 of the present
applicarion. D5 simply suggests that immobilised metal affinity chromatography (IMAC) could
be used for the purification of human fibrinogen. However, fibrinogen is just one of a long list
of potential proteins given in D5 and there are no examples of the use of IMAC for the
purification of fibrinogen. Still less is there any disclosure of the use of IMAC for the separation
of fibrinogen from other proteins including plasminogen, or for the co-purification of fibrinogen
and factor XIII. D5 is not therefore relevant to novelty or inventive step of the presently claimed
methods.

Insofar as Section V, paragraph 3 of the Written Opinion is concerned, D2 does not make any
mention of factor XIII as a potential target protein for purification by metal chelate
chromatography. In particular, there is nothing in D2 to lead a skilled person to use metal
chelate chromatography for the simultaneous purification of fibrinogen and factor XIII.
Therefore, claims 7 and 10 do not lack an inventive step over D2. Similarly, there is no
suggestion in D2 that such chromatography could be used to separate fibrinogen from
plasminogen. Claims 1, 3, 8 and 9 are also inventive,

As D1 contgins no suggestion that fibrinogen could be purified from a solution contining at
least one other protein using metal chelate chromatography, D1 is not relevant to the inventive
step of claim 1, Similarly, there is no suggestion anywhere in D1 that metal chelate
chromatography could be used to separate fibrinogen from plasminogen or to co-purify
fibrinogen and factor XIII. Claims 3 and 7 are also therefore inventive over D1.

It is also pointed out that none of D1, D2 or D5 suggest that IMAC could be used for the
preparation of both plasminogen and fibrinogen (as claimed in present claim 4) or the
co-purification of fibrinogen and factor XII from a solution also containing plasminogen (as
claimed in present claim 6). Therefore, these claims are also inventive.

In the light of the above arguments, it is hoped that the Examiner can now issue an International
Preliminary Examination Report indicating both novelty and inventive step for at least claims
1-10 of the present application.

Please acknowledge receipt of this letter and enclosures by returning the EPO Form 1037 which
accompanies the confirmation copy.

Yours faithfully
Frank B. Dehn & Co.

Annabel R. Beacham
Encl
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7. A method for the co-purification of fibrinogen and
factor XIII which compriees the steps of:

(a) loading a solution comprising fibrinogen and
factor XIII onto an immobilised metal ion affinity
chromatography matrix under conditions such that the
fibrinogen and the factor XIII both bind to the matrix,
and

(b) selectively co-eluting the fibrinogen and the
factor XIII from the matrix.

8. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the geparation of fibrinogen from
plasminogen.

9. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the preparation of fibrinogen and
plasminogen.

10. Use of immobilised metal ion affinity
chromatography for the co-purification of fibrinogen and
factor XIII.

11. Fibrinogen prepared by a method according to any of
claims 1 to 7.

12. Fibrinogen prepared by a method according to any of
claims 1 to 7, for use in therapy.

13. A pharmaceutical kit comprising fibrinogen prepared
by a method according to any of claims 1 to 7, together
with thrombin.

14. A kit as claimed in claim 13, wherein the thrombin
is prepared by a method comprising the steps of:

(a) solvent-detergent virus inactivation of a
solution comprising prothrombin and factor X;

(b) loading the product of step (a) onto an anion
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D-80298 Minchen

Alemania

Fecha: 11 de junio de 2004

Su referencia: - ’
Nuestra referencia: 61,78608/001

VvIA FACSIMIL

Confirmacién por Correo

Queridoes Seﬁoré;:

Solicitud de Patente Internacional No. PCT/GB03/02928 de
National Blood Authority et al.

Escribo en respuesta a la Opinién Escrita fechada el 12
de marzo de 2004. .

La pagina 36 enmendada de las reivindicaciones se anexa
para reemplazar la pégina 36 como se presenta. La depehdencia
de la reivindicacién 14 se ha corregido como se sugiere en la
Seccién III, pérrafo 3 de la Opinién Escrita. Los asuntos
referidos en la Seccidén IlI, pérrafos 1 y 2 y la Seccién V,
parrafos 5 y 6 de la Opinién Escrita serdn mencionados
durante las fases nacional/regional de esta solicitud.

La opinién escrita sugerida carece de objeciones de
novedad contra las reivindicaciones 1,'3, 8 y 9 sobre la base
de D1, D2 y D5. Se presenta, de hecho, que ninguno de estos
documentos priva cualquiera de estas reivindicaciones de
novedad, ya Que ningunc de estos contiene una descripcién
clara e inequivoca del asunto relacionado de ninguna de estas
reivindicaciones. i )

D1 (JP-A-02193913) describe el uso de un meéio de

cromatografia de quelato metdlico para separar pirSgeno de

[ 2 ]

/2
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inter alia fibrinbSgeno. Los pirbSgenos son lipopolisacéridos.
derivados de paredes celulares bacterianas. Por lo tanto no
son proteinas. Por lo tanto, D1 sélo describe la separacién
de una proteina simple (por ejemplo fibrinégeno) de wuna
sustancia no proteinica (pirégeno). No describe ninguna
purificacién de fibrinégeno a partir de un material iniciador
que contiere mis de una proteina, como se requiere por la
presente reivindicacién 1. Ademds, no  se refiere al,
plasminégeno o el factor XIII. Por lo tanto, no se describe
la separacién de fibrinfgeno a partir de plasminégeno o la
co-purificacién de fibrindégenc y el factor XIII como se
requiere por las reivindicaciones 3 y 7, respectivamente. Las
reivindicaciones 8 y 9 también son nuevas, ya que D1 no hace
ninguna referencia al plasminégeno.

D2 describe simplemente que Prosep Chelating III (un
producto de la cromatograffa de afinidad de metales
inmovilizados) “es apropiado para la purificacién de grandes
moléculas tal como 'fibrinégeno". Sin .embargo, no hay
descripcidn o sugerencia en D2 para usar tal producto para la
geparacibn de fibrinSgeno de otra proteina, tal como
plasmindgeno. ;;mpoco hay descripcién del usc de tales
productos para la co-purificacién de fibrinbégeno y el factor
XI1I. Por lo tanto, las reivindicaciones 1, 3, 7, 8 y 9 de la
presente solicitud son nuevas socbre D2.

D5 es un equivalente de US 5&}69,936 que se menciona en
la pa&gina 3, lineas ;—10 de la presente solicitud. D5 sugiere
simplemente gue la cromatografia de afinidad de metales
inmovilizados (IMAC) puede usarse para la purificacién de
fibrinSgeno humano. Sin embargo, ee s86lo uno de una larga

lista de proteinas potenciales dadas en D5 y no hay ejemplos



o

del usoc de IMAC para la purificacién de fibrinégeno. Al

menos, no hay descripcién del uso de IMAC para la separacién
de fibrinégeno de otras proteinas incluyendo el plasmindgeno,.
0 para la co-purificacién de fibrin6geno y el factor XIII.
Por lo tanto, D5 no es relevante para la novedad y paso
inventivo de los presentes métodos reivindicados.

Mientras gue se menciona la Seccibén V, parrafo 3 de la
Opinibén Escrita, D2 no hace ninguna mencidén del factor XIII
como una protefina blanco potencial para la purificacién por
cromatografia de quelato metdlico, En particular, no existe
nada en D2 que conduzca a una persona experimentada a usar la
cromatografia de quelato -metdlico para la purificacién
simulténea de fibrinégeno y el factor XIII. Por lo tanto, las
reivindicaciones 7 y 10 no caiecen_de un paso inventivo sobre
D2. De manera similar, no hay sugerencia en D2 de que la
cromatografia pueda usarse para separar el fibrinég;no del
plasminégenc. Las reivindicaciones 1, 3, B y 9 también son
inventivas.

Ya que Dl no describe gque el fibrinSgeno pueda
purificarse a partir de una solucién que contiene por lo
menos otra proteina usando cromatograffa de quelato metdlico,
Dl no e8 relevante para el paso inventivo de 1la
reivindicacién 1. Similarmente, no hay sugerencia en ninguna
parte de D1 de que la cromatograffia de quelato metdlico pueda
usarse para sgeparar el fibrinSgeno del plasminégeno o co-
purificar el fibrin6geno y el factor XIII. Por lo tanto, las
reivindicacioneé 3 y 7 también son inventivas sobre Dl.

También se visualiza que ninguna de D1, D2 6 D5 sugieren
gue la IMAC pueda usarse para la preparacién de plasminégeno

y fibrinégeno ({como Be reivindica en la presente



reivindicacién 4) o la co-purificacién de fibrinSgeno y el%

factor XII de una solucidn éue también contiene plasmindgeno
(de conformidad con la presente reivindicacién 6). Por 1lo
tanto, estas reivindicaciones también son inventivas.

Desde el punto de vista de lod argumentos anteriores, se
espera que el Examinador pueda presentar ahora Un Reporte de
Examen Preliminar Internacional que indique la novedad y el
paso inventivo para al menos las reivindicaciones 1-10 de la
presente solicitud.

Por favor confirmar de recibido esta carta y anexos
regresando la forma EPO 1037 que acompaifia la copia de

confirmacidén.

Muy Sinceramente,
Frank B. Dehn & CO.

Annapgl R. Beacham
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- PCT No. de Solicitud Internacional

PETITORIO
Fecha de presentacién internacional
El abajo firmante solicita que la presente solicitud
Internacional sea procesada de acuerdo al Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes

Nombre de Ia oficina receptora y "Solicitud Internacional de PCT”

Referencia de archivo del solicitante o agente
(si se deses) (12 caracteres miximo)  61.78608/001

Cuadro No. I TITULO DE LA INVENCION
Proceso para la preparacién de fibrinogeno

Cuadro No. I1 SOLICITANTE
[ Esta persona es también inventor

Nombre y direccion: (Apalih sk pa- nomiye propin; poro v evtidad legnl, designaniin oficial conpiley 1a] No. de teléfono
divribnddeindui obdioposaly nonbedd pai | pals ce ln divecvdfin indiel; en et cudo s b dil esto solicicewe
(edairdpal) denesidadasinodd strdodereddeda indinen sguila) No. de facsimil
Oak House -
Reeds Crescent No. de teleimpresora
Walford - —
Hertfordshire No. de Registro del Solicitante con la
WD11QH Oficina
Reino Unido
Esiado (csto es, pais) de nacionalidad: Estado (esto es, pais) de residencia:
GB GB
Esta peryons cs solicitante (] todos los pufsce designados  [X] todos los paises designados excepto [ los Esmdos Unidosde [ 1og pafscs indicados en
q:ju propdaitos de 1os Estdas Unidos de Norieamériea Nocteamérica solamente el cuadro complementario
adro No. III SOLICITANTES ADICIONALES Y/O INVENTORES (ADICIONALES)

Nombre y direccién: (Apalih seguido par nomizre propio; para v entkcxd begrl, disigrrién gftiol compleiy La|  Esta persona es:
direcrid diely: i ockelign postaly nomire dl pakk | pals dbe b diveodidn indoad en esta axadro s ln d st sfbarte| [ gollicitante solamente
{exdekrdpai)devesiiosdasinodd emdalermidmda indin o seguila)

X1 solicitante e inventor
FELDMAN, Peter

Bio Products Laboratory O inventor solamente (si se marca este
Dagger Lane, Elstree cuadro, no llenar lo que si
Hertfordshire No. de Registro del Solicitante con la
WD6 3IBX Oficina
Reino Unido
Estado (esto es, pals) de necionalidad: Estado (esto es, pais) de residencia:
GB GB

Esta pergona o1 solicitante  [] todoa los paisce designados L] todos los pafses designados excepto 1K) los Estados Unidos de L Tos paiscs indicados en

[} Los solicitantes adicionales y/o inventores (adicionales) se indicun en una hoja de continuacién.

para log propdeitos de los Estadoy Unidos de Narteamérica Norteamérica solamente el cuadro complemnentario

Cuadro No. IV AGENTE O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA

La persona identificada posteriormente es/ha sido citada pars actuar en nombre (X agente O representante conmin

*L_Qos) solicitante(s) ante las Autoridades Internacionales competentes como:

ombre y dircccién: (Apellido, seguido por mombre propio: para una entidad legal. |No. de teléfono

designacion oficial compleia. La direccidn debe incluir codigo postal y 0044 1273 244200
nombre del pais). No. de facsimil

Frank B. Dehn & Co. 0044 20 7206 0700

179 Queen Victoria Street No. de teleimpresora

Londres

EC4V 4EL No. de Registro del Solicitante con la

GB Oficina

O Direccién para Ia Correspondencia: Marque este recuadro cuando ningiin agente o representante conmin es/haya sido citado y
¢l espacio anterior se usa en su lugar para indicar una direccién especial a la cual se debe enviar 1a correspondencin.

Forma PCT/R0/101 (caritula) (marzo de 2001; reimpresién enero 2003) Véanse notas a la forma de petitorio
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Cuadro No. [II SOLICITANTES ADICIONALES Y/O INVENTORES (ADICIONALES) o
Si ninguno de los siguientes subcuadros es utilizado, esta hoja no deberd incluirse en la solicitud N
Nombre y direccién (Apeifido, seguido por nombre proplo; para une enfided legai, designacidn oficial | Esta persona es: V]
completa. La direccidn debe inciuir codigo postal y nomive def pals. El pals de la diracclin indicada en [ solicitante solamente
egla cuedro es ja del esiado soliciiante (es decir ef pals) de reaidencia si no del estado de residencle
indica en seguida).
KINGSLAND, Sarah (Xl solicitante ¢ inventor
Bio Products Laboratory ai .
Dagger Lane, Elstree inventor solamente (si se marca cste
Hertfordshi cuadro, no llenar lo que sigue)
WD6 38X No. de Registro del Solicitante con la
Reino Unido Oficina
Estado (esto es, pais) de nacionalidad: Estado (esfo es, pais) de residencia:
GB GB
Esta pevsona 3 soliciante [ toclos Ios paises designados L) 10008 los paises designados excepto  [X] |og Esmdos Unidosde L) 106 palscs indicados en la
para los proposilos de _ los Estados Unidos de Novtcsmirica Norteamérica solamente cuadro complementario
Nombre y direccién (Apeiirdo, ssguido por nomive proplo; para une entided legal, deaignacin oficial | Esta persona es:
completa. La direccidn debe Inchur codigo postal y nombre del pala. E1 pals de la direccidn indicadn en | [ 4. licitante solamente
osia cupdo a8 Iz del esiado solicitants {es decir of pals} de residancis al no del estado de residencia
indice en seguida).
CLEMMITT, Robert [X] solicitante ¢ inventor
Bio Products Laboratory
Dagger Lane 0O inventor solamente (si se marca este
Elstree cuadro, no llenar lo que si
Hertfordshire No. de Registro de! Solicitante con la
WD6 3BX Oficina
Reino Unido
Estado (esto es, pais) de nacionalidad: Estado (esto es, pais) de residencia:
GB GB
persona e solicitente [ iodos los paiscs [ todos los peises designados excepio los 2] tos Estados Unidosde L tos pafses indicados en 1n
o los propdaitos de designadag Estados Unidos de Norteamérica Norteamérica solamente cuadro complementario
Nombre y direccion (Apelfido, seguido por nomive proplo; para une entidad legal, designaciin oficial | Esta persona es:
completa. La direccion debe Inciuir codigo postal y nombre del pals. E1 pals de ia direccion indicada én | o licitante solamente
esia cupdro o8 Ia del estado soliciante (es decir of pals) de residencia al no del estado de maidencia
Indica en seguida).
EVANS, David [X] solicitante ¢ inventor
Bio Products Laboratory
Dagger Lane O inventor solamente (si se marca este
Elstree |__cuadro, no llenar lo que sigue) |
Hertfordshire No. de Registro del Solicitante con la
WD6 3BX Oficina
Reino Unido
Estndo (esto es, pails) de nacionalidad: Estado (esto es, pair) de residencia:
GB GB
Esta persona es solicitente [ 1odos los pelses designados [ todos los paiscs designados excepto los Estados Unidos de [J ios puises indicados en la
pant loa propdsilos de _ los Estados Unidos de Norieamérica  Norteamérica solaments cundro complementario
Nombre y direccion (Apeliido, seguido por nombre propio; pera une entidad legel, designacion oficial | Esta persona es:
compiets. L direcelén debe inciuir cddigo pastal y nombre del pals. B pals de ls direccidn indicada en
aste cuadro aa la def estado soliciiante (es decir el pels) de maidencia si no del estado de residencla | [] solicitante solamente
J‘l an ssguida).
O solicitante e inventor
O inventor solamente (si s marca este
cuadro, no llenar lo que sigue)
No. de Registro del Solicitante con la
Oficina
Estado (estw es, pais) de nacionalidad: _ | Estado (esto es, pais) de residencia:
Esta persona c1 solicitante O todos los patses O todos los patscs designados exceplo los O 1os Estados Unides de [ 1os patses indicados en la
para los propdsitos de designadas Estados Unidos de Norteaméricn Norteamésica solamente  cusdm complementario
[ Solicitantes adicionales y/o inventores (2dicionales) se indican en una hoja de continuacitn.

Forma PCT/R0/101 (haja de continuacidn) (marzo de 2001 ; reimpresidn enero 2003) Véanse notos a lo forma de petitor



e

Hoja No. 3

}\”)ﬁo

N,

Recuadro No. V

DESIGNACION DE ESTADOS

Patente Reglonal
X ar

Las siguicntes deaignaciones se hacen mediante Ia presente bajo 1a regla 4.9(a):

N\

Patente ARIPO; GH Ghana, GM Gambia, KE Kenin, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, SL Sievra Leona, SZ Suarilandia TZ Repibjca

Unida de Tanzanis, UG Ugands, ZW Zimbabwe, y cualquier otro pals el cus! sen cantratante del Protocolo de Harere y del PCT.

(B] EA Puiente Euroasiftics: AM Armenia, AZ Azerbaiyin, BY Biclorrugia, KG Kirgisan, KZ Keazajstin, MD Repiiblica de Moldave, RU Federacidn Russ,
Tayikistin, TM Turkmenistiin, y cualquicr otro pals el cual ses un Estado contratente de la Convencidn Eurcasidtica en Patentes y del PCT.

{81 EP Patente Eurapes: AT Austria, BE Béigica, CH y LI Suizm y Liechtenstein, DE Alemania, DK Dinumarcs, ES Espafio, FR Francis, GB Reino Unido, GR
Grecia, IE Irlanda, IT kalia, LU Luxemburgn, MC Mdnaco, NL Paises Bajos, PT Portugal, SE Svecia, TR Turquin ¥ cuslquier otro pals ¢l cual sca un estado
contratente de lu Convencién de Patenies Europes y del PCT.

Xl OA Putente OAPI: BF Burkina Fasa, BJ Benin, CF Repiiblica Centro Africans, CG Congo, C1 Costa de Mardll, CM Cameriin, GA Gabén, GN Quines, ML, Mall,

MR Mauriwanis, NE Nigeris, SN Sencgal, TD Chad, TG Togo y cualquier otro pais ¢l cual ses un estado miembro de la OAPl y un estado contratante del

PCT (si s¢ desea otra clase de proteccidn o tratamiento, especifique en 1a linca de puntos). GQ Guinea Ecuntorial

Patente Naclonal (si se desea otra clase de proteccién o tratamiento, especifique en la linea de puntos):

[X] AE Emiratos Arabes Unidos GH Ghana. X MW Malawi
(¥l AG Antigua y Barbuda (X GM Gambia Xl MX México.
X AL Albania (Xl HR Croacin Xl MZ Mozambique
Xl AM Amenia. (Xl HU Hungrla [ NO Noruega
(Xl AT Austrin 2] ID Indonesin (] NZ Nucva Zelanda.
@ AU Auvstralia IL Israel H OM Oman
X AZ Azerbaiyin X1 IN India. (@ PH Filipinas
] BA Bosnia y Herzegoving.....o.vesrvenes A IS Islandia [® PL Polonia
(Xl BB Barbados X1 JP Japén &I PT Portugal
(X BG Bulgnria Xl KE Kenia. RO Rumania
2} BR Brasil ] KG Kirgistan (%] RU Federacién Rusa.
X BY Biclorrusia. £ KP Repliblica Democritica Popular de SD Sudiin
BZ Belice Corcn (X SE Succia
Xl CA Canadd (] KR Repiblica de Caren......visiemsmnsenss X1 SG Singapur
CH y LI Suiza y Liechtenstein Bl KZ Kazajstin (0 SI Eslovenia
CN China. {Xl LC Santa Lucia X SK Eslovaquin.
CR Costa Rica Xl LX Sri Lanka {21 SL Sicrra Leona
(® CU Cuba. [® LR Liberia ] TJ Tayikistin,
] CZ Repiiblica Checa........vvw-wceremeceas X1 LS Lesotho. X T Turkmenistin.
(Xl DE Alernania. [®] LT Lituania Xl TR Turquia
& DK Dinlr_m_n:l # LU Luxemburgo [B] TT Trinidad y Tobago
(X DM Dominicans.............covsessesensaares [¥ LV Letonia [E] TZ Repiiblica Unida de Tanzania..............
Xl DZ Argelia [X] MA Marruccos. Xl UA Ucrania
X1 EE Estonia MD Repliblica de Moldawa..........crmsieeens Xl UG Uganda.
[X] EC Ecuador [E] MG Madagnscar. [E] US Estados Unidos de Norteamérica.........
[H ES Espaiia (Xl MK La antigus Repiiblica Yugoslave de X UZ Uzbckigtin
X FI Finlandia. Maccdonia [E VN Vietnam.
X! GB Reino Unido MN Mongolia YU Yugoslavia
[E] GD Granada ZA Sudéffies.....
Xl GE Georgin (X1 SW Zimbabwe

Casilla de verificacidn reservada para los Paises reservados que han llegado a ser parte del PCT después de Ia publicacitn de la

presente hojs.
[X. NI Nicaragua . a o SO
@)= _£G Papus Nucva Guines... = N = I

Declaracién de Designacién Precautoria: Ademés de las designaciones hechas anteriormente, la solicitante también hace bajo la
regle 4.9(b) todas las designaciones las cuales serlen permitidas bajo el PCT, excepto de toda la designacién indicada en el cuadro
suplementario como se excluye del alcance de esta declaracién. El solicitante declara que aquellas designaciones adicionales estin
sujetas a confirmacién y que cualquier designacién la cual no sea confirmada antes de la expiracién de los 15 meses a partir de la fecha
de prioridad send considerada como abandono por el solicitante en la expiracidn de aquel Limite de tiempo. {La confirmacion de una
designacion consiste de la presemtacién de una notificacién que especifiqgue aquella designacion y el pago de las cuotas de
designacion y confirmacion. La confirmacion debe llegar a la Oficina receptora dentro del limite de tiempo de 15 meses).

Forma PCT/RO/10! (scgunda hoje) {enero de 2003) Véarse Notar a la forma de peiitorio
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Hoja No. 4
Cuadro No. VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD. I | rb
La prioridad dc la o lay solicitudes anteriores siguientes cs reivindicads: {
Fecha de presentacién de la Niimero de solicitud anterior De donde la solicitud anterior es:
solicitud anterior Solicitud nacional: Solicitud regional:* | Solicitud intemuior(l

(dia/mes/ato) pals Oficina regional Oficina recepiorm

cuedro (1)
10/07/2002 0216001.8 GB T~

cuadro (2)
cuadro (3)
cuadro (4)
cuadro (5)

O Las reivindicaciones de prioridad ndicionales sc indican en el Cusdro

La Oficina receptora es notificada mediante la presente para que prepare y transmita 2 la Oficina Intemacional una copia certificada de la(s)
solicitud(es) satcrion(es) identificada(s) anteriormente (Ginicamente si [a solicitud snterior fue presentada con [a Oficina [a cual pam [os
propdsitos de la presente solicitud internacional es la Oficina receptora) identificads como cuadro(s):

O todos los cuadros X cuadro (1) [ cuadro (2) [ cuadro (3) [ cuadro (4) [ cuadro (5) [ otros, ver el cuadro

complementario

*Donde [a solicitud anterior es unq solicitud ARIPO, es obligatorio Indicar en el Cuadro Complementario por lo menos un pais parte de la

Convencicn de Paris para la Proteccicn de la Propiedad Industrial para la cual la solicitud anterior fue presenteda (Regla 4.10(b)(ii):

Cuadro No. VIT AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Eleccldn de la Autoridad de Bdsqueda Internacional (ISA) (Si dos o mis Autoridades de Bisquedn Internacional son competentes para licvar a
cebo la biaqueds internacional, indique [ Autoridad escogida; se puede utilizar el cédigo de dos letras):

.EP
i
!etldén para &l use de los resultados de la bésqueda anterior; con referencia a In bésqueda (s/ la bisqueda anterior se ha llevado acabo
por o solicitaria de la Autoridad de Biisqueda Internaclanal):

Fecha (dd/mes/aiio) Niimero Pais (u Oficing regional)
Cuadro No. VIII DECLARACIONES
Nombre de las
Las declaraciones siguientes figuran en los cuadros No. VIILi) a v) (marcar la o las casillas declaraciones
aprapiadas e indicar la columna de la derecha el nombre del tipo de cada declaracicn).
0 cuadro no. VIIL(i) declarncién con relacién a la identidad del inventor
O cuadro no. VIIL(ii)  declaracion con relacién al derecho de depésito, a la fecha de depésito
internacional, para solicitar y obtener una solicitud
O cuadro no. VIIL(iii)  declaracién con relacién al derecho de depdsito, a la fecha de depésito
internacional, para reivindicar 1a prioridad de una solicitud anterior
ﬂ.:uldm no. VIIL(iv) declaracién con respecto a la calidad inventiva (solamente con fines de
Ia designacién de los Estados Unidos de Norteamérica)
O cuadro no. VIIL(v) declaracién con relacidn a 1as descripciones que tienen a lgunos
AcCes08 que 0o Se oponen o tienen excepciones al defecto de novedad
Forma PCT/R0O/10] (tercer hoja) (julio de 2002; reimpresidn enero 2003) Véanse notas a la forma de petitorio
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ri.ﬁro No.IX HOJA DE DECLARACION: IDIOMA DE DEPOSITO

La presente solicitud internacional
contiene:

a) ¢l nimero dc hojas siguicntes bajo
la forma de pago:

Petitorio (y comprende la o las hojas para
declarmcién) : 5
Descripcién {2 excepeidn de la

parte reserveda para el listado de
sccucncias) : k)
Reivindicaciones 3
Exiracto 1
Dibujos 0
Total del mimero de hojas 43

Parte de la descripeidn reserva un listado
de secucncias (nombre real de las hojas
sl son parte de este depdsito, bajo la
| forma de pago, que esié o no lgualmente
depositada bajo la forma leible en
computadora; ver b) siguiente):
Nimero total de hojas 43
b) partc de la descripeién sc rescrva al
listedo de sccuencias depositado bajo la
forma lefble en computadora
i) O solumente (en virtud de la
jpstruccién BO1.a)i))

¢ igualmente bajo la forma de
pago (en virtud de la instruccién
801.8)i))
Tipo u nombre de soporte (disquete, CD-
ROM, CR-R y ofros) los cuales
reprcsentan 1a parte rescrvada al listado
de secucncias (coplas complementarias e
indicadas en el punto 9.i), en la
columma de la derecha):

El o los elementog siguientes estin mmpuﬂnd.ol por la presente solicitud
internacional (verificar el o los cazos apropiados ¢ indicarlos en 1a columna de la
derecha el ndmero de elementos verificados):

1. (] costo de la hoja de célculo

2.0 poder del apoderado firmado separado

3. 1 originat del poder gencral

4. O copia del poder general del apoderado, niimero de referencia, si la hay

5. [ declarecién que explique carencia de firma

6. [J documento(s) de prioridad identificado cn el cuadro No. VI como en el
cuadro(s):

7. O traduccién de la solicitud internacional en (idioma):

8. [] indicaciones scparadas concernientes a los microorganismos depositados u
otro material bioldgico.

9. [1 listado dc secuencia bajo la forma lcible en computadora (indicar también
¢l tipo y el nombre de soporte (disquete, CD-ROM, CD-R u otros))

i) O copia proporcionada al final de 1a bisqueda internacional en
virtud de la regla 13ava Gnicamente (yno como paricde la
solicitud internacional)

iy O (Gnicamente cuando el caso d)i) o b)ii} de la columna de la
izquicrda es marcada) hojos complementarias, incluyendo si
fuera necesario, la hoja del descuento al final de la bisqueda
internecional cn virtud de Ia regla 13ava

jii) CJ con la declaracién pertinente con respecto & le identidad de 1s
copia o copias complementarias y la parte rcservada para el
listado de secuencias mencionado en la columna de la izquierda.

10. O listado de secuencin bajo la forma lefble en computadore (indicar también
¢l tipo y el nombre de soporte (disquete, CD-ROM, CD-R u otros))

i) O copin proporcionada al final de la bisqueda intcrnacional en
virtud de la regla 13ava dnicamente {(y no como partede la
solicitud internacional)

ii) O (Gnicamente cuando ¢l caso d)i) o b)ii) de la columma de la
izquierda es marcada) hojas complementarias, incluyendo si
fuera neccsario, s hoja del descucnto al final de la bisqueda
intemacional en virtud de la regla 13ava

iii) O con la declaracién pertinente con respecto a la identidad de la copia o
copias complementarias y la parte reservada para el lisiado de secuencias
mencionado en la columna de la izquierda

11. O] otros (especificar). P23/77

No. de elcmentos

La figura de los dibujos la cual debe
acompailar al extracto;

Idioma del archivo de la
Solicitud intemacional:

Inglés

Cuadro No. IX FIRMA DEL SOLICITANTE O AGENTE

BEACHAM, Annabel Rose — Agente pam el Solicitante

Enscguida de cada firma, indique el nombre de la persona que firma y la capacidad en 1 cual 1a persona firma (si 1al capacidad no es obvia de Ia lectur del petitorio).

Para uso de la Oficina receptora solamente

iPccne el recibo real de s 2. Dibujos
solicitud internacional alegada:
3. Fecha corregida del vencimiento del recibo real a los documentos o dibujos recibidos posteriormente | recibidos:
pero a tiempo que complementan la solicitud internacional alegada:
4. Fecha del recibo a tiempo de las correcciones requeridas bajo el articulo 11(2) de PCT: O no recibidos:
5. Autoridad de Bisqueda Interncional 6. [ Transmisién de copia de biisqueda retardada
especificada por la solicitante: ISA/ hasta que la cuota de bisqueda sea pagada

Para uso de la Oficina Internacional solamente

[Fechl del recibo de la copia de registro por la Oficina Internacional:

1

Forma PCT/RO/101 (ditima hoje) (enero de 2003)

Véanxe notas con relacion a la forma de petitorio
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SPERIDUSTRIA Y CINERCTHD -~
Radicacion : TRETAZE SO0OODIS Folioss 1N

() MOES-E1-2 16044219
;gh » S11 PCT-PATENT 379 FRSE MACT 411 PRESENTR

Jependencia: 2829 DIVISION BE WUEVRS CREACTONES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION v MODELO DE UTILIDAD ( ) { ’f
'-|n¢l:ad0n de que se solicita la concesidn de una patente. {) (1
Datos de identificacién def solicltante o de la persona que se presenta la soln:dud () ( *
Daseripcion du 12 Invencitn. {) (-7
Dibujos de serastos pertinentes. % . {} (A
Comprobanis de Paggo de las tasas estabiecidas.
_ COMPLETA () INCOMPLETA ( } ()
DISERO INDUSTRIAL { )
Indicaclon de que se solicita el registro de Disefio Industrial () (}
Datos de Identificacion del solicitante o de la personaque presenta  { ) ()

la solicitud.
Represeniaclén grifica o folografica del Disefio Industrial o muestra del

Material que incorpora el disefo. () { )
Comprobante de pago de las fasas establecldas ( ) {)
COMPLETA () INCOMPLETA () ()

ESQUEMA DETRAZADO  ( )

. Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. {) ()

- Datos de |dentificaclon del solcitante o de la persona que presenta
La sollcitud.
Representacion gr&ik:a del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

N Ny gE
N T st
—
S

COMPLETA { ) INCOMPLETA () ()

Firma Responsable: Q(OUCDQ M Neiwa

Fecha:

l}:b 7--.:'..'...- -
r

P
~T
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Folio 44
2020
Bogota, D.C.,
Doctor(a) Oficio N° LEL
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO : 124
ASUNTO: Radicacion N° 05-7422
Solicitud intemacional PCT/GB2003/002928
Fecha inicio fase nacional 10/02/2005
Trémite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

B La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cbdigo de
Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando
ésta fuere persona juridica.

B La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decision 486/00.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisibn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderéa su prelacién.

Notifiquese el presente oficio a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ),
del capitulo quinto del titulo prime la Circular Unica N° 10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacibn en lista de
fecha, 9’4 MR 2005 Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10
Sede CAN: Tr, 40A No, 38-50 Canmutadar: 3820840
Fax: 382 28 95. Linea 9800-910 165
Weh: wwyralcaov.co e-mall: Infofisic.opv.co
202027 Bogoté D.C. - Colombla




