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FABRICACION DEL INHIBIDOR INTER-ALFA (Ialp) A PARTIR DE TLASMA

REFERENCIAS CRUZADAS CON SOLICITUDES
[0001] Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de los
Estados Unidos Num. de serie 61/367,331, presentada el 23 de julio de 2010, cuya

descripcién se incorpora de este modo como referencia en su totalidad para todos los

propositos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] A diferencia de otros productos bioldgicos que se producen a través de 1",a expresion
recombinante de vectores de ADN en lineas celulares hospederas, las proteinas derivadas
del plasma se fraccionan de sangre humana y donaciones de plasma. Asi, el suministro de
estos productos no se puede aumentar simplemente aumentando el volumen de produccion.
El nivel de productos de la sangre disponible en el comercio més bien esta limitado por el
suministro disponible de donaciones de sangre y plasma. Esta dinamica resqlta en una
escasez en la disponibilidad de plasma humano sin procesar para la fabricaci(')nllde nuevos
factores de la sangre derivados de plasma que tienen mercados comerciaies menos
establecidos, que incluyen proteinas inhibidoras Inter-alfa (Ialp), tales comol"‘ inhibidor
Inter-alfa (Ial) e Inhibidor Pre-alfa-(Pal), y Factor H.

[0003] El inhibidor de Tripsina Inter-alfa (Ial) es una proteina plasmatica que p%:rtenece a
una familia de inhibidores de proteasas (proteinas inhibidoras Inter-alfa; Ialp) cdn papeles
en la sepsis, metastasis del cancer e inflamacion (para revisién, ver, Salier, J,“ y otros.,
Biochem J 315: 1-9 (1996)). Ial tiene un peso molecular aproximado de 225 kDa y se
compone de dos cadenas pesadas (HI y H2) y un polipéptido de cadena ligera unica
(bikunina) enlazada covalentemente como en el sulfato de condroitina (Figura“ ). El

inhibidor Pre-alfa (Pal) es un inhibidor Inter-alfa relacionado compuesto de una cadena

pesada (H3) y un polipéptido de cadena pequefa (bikunina), de nuevo enlazado
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covalentemente como en el sulfato de condroitina (Figura 1). Las proteinas inhibidoras
Inter-alfa (Jalp) estan presentes en niveles entre aproximadamente 600-1200 mg/l lgen el
plasma de adulto (Lim y otros, J Chromatogr A. (2005) Feb 11;1065(1):39-43).

[0004] La sepsis es una afeccién médica caracterizada por inflamacién de todo el cuérpo,
conocido como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y la presencia dé una
infeccién conocida o sospechada. . La inflamacion de todo el cuerpo que ocurre en la sépsis
comUnmente se causa por la respuesta del sistema inmunoldgico a una infec?ién
bacteriana, viral o fungica que se extendié por todo el organismo a través del torrlente
sanguineo. Estas infecciones comunmente comienzan en los pulmones (neumonia), véjiga
y rifiones (infecciones del tracto urinario), piel (celulitis), abdomen (tal como apendiciti.',.s) y
otras areas (tal como meningitis).

[0005] Un marcado aumento en el nimero de casos de sepsis ocurrio en los ﬁltimos“, 20
afios. Este aumento se debe en parte a la dependencia aumentada de los pacientes de cé@cer
y transplantes de 6rganos en los tratamientos con medicamentos que debilitan el sistema
inmunolégico. La duracién de vida promedio aumentada y un envejecimiento de la
poblaciéon mundial, ademas contribuyeron al aumento de la incidencia de la sepéis.
Ademas, el desarrollo de bacterias resistentes a antibiéticos contribuyo al nimero de caé,os
de sepsis

[0006] Los estudios demostraron correlaciones entre los niveles plasmaticos disminuidlos
de Talp y la mortalidad en pacientes con sepsis severa (Lim y otros, J Infect Dis. (2003) 15
de septiembre;188(6):919-26 y Opal y otros, Crit Care Med. (2007) febrero;35(2):387-92).
Ademas, varios estudios demostraron que la administracién de Ialp reduce la mortalidad
asociada con la sepsis y choque séptico (Jourdain y otros., Am J Respir Crit Care Med
(1997) diciembre;156(6):1825-33; Yang y otros., Crit Care Med. (2002) marzo;30(3):617—
22; Lim y otros, J Infect Dis. (2003) 15 de septiembre,188(6):919-26; y Wu y otros, Crit
Care Med. (2004) agosto;32(8):1747-52; cuyas descripciones se incorporan como

referencia en la presente invencién en su totalidad para todos los propdsitos). Aun.quc__lla
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relacion entre lalp y sepsis se caracterizo, hasta ahora no han identificados los
medicamentos basados en esta relacion.

[0007] Debido en parte a la creciente demanda global y fluctuaciones en el suministro
disponible de productos de la sémgre derivados del plasma, tales como produclttos de
inmunoglobulina, varios paises, que incluyen Australia e Inglaterra, impleméntaron
programas de manejo de la demanda para proteger los suministros de estos producté)s para
los pacientes de mayor demanda durante los periodos de escasez de producto.

[0008] Por ejemplo, se informé que en 2007, 26.5 millones de litros de plas:yma se
fraccionaron, generando 75.2 toneladas métricas de IVIG, con un rendimiento promedio de
produccién de 2.8 gramos por litro (Robert P., arriba). Este mismo informe estimoé que se
espera que los rendimientos globales de IVIG aumenten en 2012 aproximadamente a 3.43
gramos por litro.  Sin embargo, debido al continuo crecimiento de la demanda global de
IVIG, proyectada entre aproximadamente 7% y 13% anualmente de aqui a 20i15, se
necesitara mas plasma sin procesar que se dedique a la purificacion de inmunoglobulina
para satisfacer la demanda a pesar de la mejora prevista del rendimiento total de :‘IVIG.
Este requisito limitara la disponibilidad de plasma para la fabricacién de nuevos productos
de la sangre derivados de plasma.

[0009] Debido a la falta de plasma disponible para la fabricacion de nuevos procl.tluctos
derivados de plasma, su fabrlcac10n se debe integrar en el marco actual de los procesos de
fabricacion establecidos para productos derivados de plasma, tales como 1nmunoglobulmas
y albumina. Los inhibidores inter alfa, implicados como un potencial terapéutico para la
sepsis, entre otras afecciones, es un tal producto de la sangre derivado de plasma que esta
ganando la atencion de los médicos. Sin embargo, debido a los recursos dedicados %1, por
ejemplo, fabricacion de gamma globulina IgG, se necesitan métodos para la fabricacibn de
Jalp que se puedan introducir en los esquemas de fabricacion existentes. Varios métod:los se
sugirieron para lograr precisamente esto, sin embargo, estos métodos dependen He la

adsorcion de Jalp del material de la fuente que esta en alta demanda para la puriﬁcacién de

los productos esenciales, tal como IVIG. Por ejemplo, Michalski y otros (Vox Sang.
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1994:67(4):329-36) y Mizon y otros (J Chromatogr B Biomed Sci Appi,., 1997 Mayo
9,692(2):281-91) describe métodos en donde lalp se adsorbe de plasma ¢rio-pobre por
etapas de enriquecimiento de intercambio aniénico sucesivas, seguido por crdmatografia de
afinidad a heparina. Josic (publicacién de la solicitud de patente de Estados ‘{Unidos Num.
2003/0190732) describe un método en donde Ialp se aisla del plasma sin i)rocesar, una
fraccion de plasma crioprecipitadd, 0 un plasma crio-pobre por cromatograﬁ’a‘:de exclusion
por tamafio y, opcionalmente, una etapa de adsorcion. Por ultimo, Lim y otros (‘365;
patente de Estados Unidos num. 7,932,365) y Lim y otros (‘695; WO 2009/154695)
describen métodos en donde lalp se adsorbe a través de extraccion en fase sélicf@ a partir de
un criosobrenadante o un plasma cfio-pobre (ver, Figura 8 y Figura 1 de Lim y ofros ‘365 y
‘695, respectivamente). Como consecuencia, los esquemas de purificacion proﬁorcionados
por Michalski y otros, Mizon y otros, Josic, y Lim y otros (cuyas descripciones se
incorporan de este modo como referencia en su totalidad para todos los propdsitos) que
consumen materia prima valiosa, requeriran nuevas aprobaciones regulatorias para los
productos establecidos, y/o pueden ain resultar en alteraciones de las caracteristicas de los
productos establecidos.

[0010] Como tal, sigue siendo una necesidad en la técnica para los métodos de fébricacién
las composiciones Ialp que no requieren el uso de plasma de entrada adicional o el:rediseﬁo
y re-aprobacién regulatoria de los procesos de fabricacion existentes para los proci__uctos de
la sangre derivados plasma importantes en el comercio, tales como albumina y{‘ gamma
globulinas 1gG para la administracién por via intravenosa (IVIG) o subcutén?a. De
manera favorable, la presente invencion satisface estas y otras necesidades proporcionando
métodos de fabricacion de las proteinas inhibidoras Inter-alfa (lalp) que debenden
completamente de fracciones de la fabricacion no usadas previamente. Entre otros aspectos,
la presente invencién ademas proporciona nuevas composiciones lalp y métodos paré} tratar
enfermedades y trastornos asociados con disfuncién o desregulacion de lalp. Por ultimo, la

presente invencion proporciona métodos para la co-fabricacion de Ialp y Factor H a-partir
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de fraccionamientos de plasma desechados de cualquier otra forma durante la fabricacion

de otras composiciones de factor de la sangre.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

[0011] Entre otros aspectos, la presente invencién proporciona métodos para px%eparar
composiciones enriquecidas de lalp derivadas de plasma. De manera favorabi_e, los
métodos proporcionados en la presente descripcion permiten la preparacion a ?scala
industrial de composiciones Ialp de materiales desechados de cualquier otra forma dﬁrante
la preparacion por fraccionamiento de plasma de otros productos de la sangre impoﬁwtes
en el comercio. En ciertas modalidades, las composiciones lalp proporcionadas ‘?,en la
presente descripcién consistiran en un nico polipéptido Ialp, por ejemplo, Ial o Pal. En
otras modalidades, las composiciones lalp proporcionadas en la presente descri}i‘pci(’)n
comprenderdn una mezcla de dos o més proteinas inhibidoras Inter-alfa, por ejemplo Tal y
Pal. Como se usa en la presente descripcion, lalp se referira a composiciones de tanto
proteinas inhibidoras Inter-alfa inicas como mezclas de dos o mas proteinas inhibicioras
Inter-alfa.

[0012] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar ﬂ_una
composicion de Ialp enriquecida del plasma, el método comprende las etapas de:“‘ (a)
proporcionar una fraccion de plasma crio-pobre; (b) precipitar lalp de la fraccion de plagma
crio-pobre en al menos una primera reaccién de precipitacion con etanol para formar'ﬁ‘ un
precipitado que contiene lalp, y (c) extraer lalp del precipitado que contiene IéIp,
formando de ese modo una composicion enriquecida Jalp; en donde el-precipitado IaIﬁ es
uno seleccionado del grupo que consiste de una torta de filtro de la Fraccion II+III, .‘;Iun
precipitado de la Fraccién I, un precipitado de la Fraccion I+1I+III, un precipitado de:'-‘ la
Fraccién TI+I11 , Fraccion IV-1, un Precipitado A Kistler-Nitschmann , y un Precipitado:;B
Kistler-Nitschmann

[0013] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar uf.ua

composicién de lalp enriquecida del plasma extrayendo lalp de una torta de filtro de la
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Fraccion II+I1I suspendida. En una modalidad, el método implica la adsorcion dé_ Ialp de
un precipitado de la Fraccion II + III suspendida y la separacion del sobrc%:nadante
resultante.

[0014] En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para j?reparar
una composicién de lalp enriquecida del plasma precipitando lalp de una muélstra de
plasma para obtener un precipitado y extraer la Ialp del precipitado. En - ciertas
modalidades, el precipitado es un precipitado de la Fraccion I, Fraccion II+11I, Fraccién IV-
1, Precipitado A, o Precipitado B. En atn otras modalidades se proporcionan me’tod“‘os para
preparar una composicion de Ialp enriquecida del plasma extrayendo lalp de més;‘ de un
precipitado formado durante el fraccionamiento del plasma.

[0015] En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona composiciones acudsas de
Jalp derivadas de plasma preparadas a partir de materiales desechados de cualqui%:r otra
forma durante la fabricacion por fraccionamiento de plasma de otros productos de la émgre
importantes en el comercio.

[0016] En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona composiciones
farmacéuticas de Ialp derivadas de plasma preparadas a partir de materiales desecha(ios de
cualquier otra forma durante la' fabricacién por fraccionamiento de plasma de otros
productos de la sangre importantes en el comercio.

[0017] En un quinto aspecto, la presente invencién proporciona métodos para tratar una
enfermedad, trastorno o afeccion asociada con la disfuncién o desregulacion de Ialp, dn un
sujeto que lo necesita administrando una dosis terapéuticamente eficaz de una composicién
de Talp preparada a partir de materiales desechados de cualquier otra forma duran‘t‘e la
preparacién por fraccionamiento de plasma de otros productos de la sangre importante",_s en
el comercio. Las enfermedades y trastornos asociados con la disfuncion de Ialp incluyen,
pero sin limitarse a, sepsis, choque séptico, choque endotdxico, coagulacion intravascﬁlar
diseminada, y fibroproliferacion.

[0018] En un sexto aspecto la presente invencién proporciona métodos para promovet la

reparacion epitelial en un sujeto que lo necesita administrando una dosis terapéuticamente
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eficaz de una composicién de lalp preparada a partir de materiales desechados de cualquier

otra forma durante la preparacién por fraccionamiento de plasma de otros productos de;la
‘

sangre importantes en el comercio.

[0019] En una séptima modalidad, la presente invencién proporciona un método para la co-
fabricacién de composiciones de Talp y Factor H extrayendo ambos factores de una o nﬁés
fracciones desechadas de cualquier otra forma durante la fabricacion por fraccionamiento
de plasma de otros productos de la sangre importantes en el comercio. En cierftas
modalidades, Jalp y Factor H se recuperan de un precipitado de la Fraccion I, un

precipitado de la Fraccién II+1I1, un torta de filtro de la Fraccion II+]111, un precipitado-del

Precipitado A, o un precipitado del Precipitado B.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0020] Figura 1. Representacion de la composicion y arquitectura de la subunidad de
proteinas Inhibidoras de Tripsina Inter-alfa (Ial) y e Inhibidor Pre-alfa (Pal). |
[0021] Figura 2. Visién general de un esquema ilustrativo de fraccionamiento de plasma.
Adoptado de Zhuo y otros, JBC 279 (2004): 38079-38082.

[0022] Figura 3. Analisis de membrana de Western del contenido Ialp de las fraccionﬁs de
plasma intermedias creadas durante la fabricacion de (A)gamma globulinas IgG y B)
albimina usando un esquema ilustrativo de fraccionamiento de plasma.

[0023] Figura 4. (A) Cromatografia de una etapa de enriquecimiento DEAE-Sefardsa de
un proceso de purificacion lalp que utiliza una torta de filtro modificada de la Fraccion
[I+I11 como materia prima. (B) Analisis de membrana de Western de la cromatq‘grafia
DEAE-Sefarosa usando un anticuerpo anti-Bikunina.

[0024] Figura 5. (A) Cromatografia de una etapa de enriquecimiento Heparina-Séfarosa
de un proceso de purificacién lalp que utiliza una torta de filtro modificada de la Fr;accién
II+11I como materia prima. (B) Analisis de membrana de Western de la cromatografia de

Heparina-Sefarosa usando un anticuerpo anti-Bikunina.
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[0025] Figura 6. Analisis SDS-PAGE de una composicion de lalp enriquecida pré:parada
de una torta de filtro modificada de la Fraccién II+III.  Carril 1: Marcadores de peso
molecular (marcadores de 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, y 20 kDa); carril 2: 1 pl de la
composicién de Talp; carril 3: 5 pl de la composicion de Ialp. |

[0026] Figura 7. (A) Cromatografia, (B)Analisis SDS-Page, y (C) Analisis de Mémbrana
de Western de la cromatografia DEAE realizada con la elucion en etapas de una solucién
Ialp extraida a partir de una torta de filtro modificada de la Fraccién IT+IIL. El; carril 1
contiene marcadores estandar de peso molecular de proteinas; carril 2 contiene una muestra
de la solucién Jalp cargada en la resina DEAE; carriles 3 y 4 contienen muestras del flujo a
través de la carga DEAE, carril 5 contiene una muestra del pico de elucion de 100 mM,;
carril 6 contiene una muestra del ‘hombro de la elucién de 100 mM; carril 7 contiiene una
muestra del pico de elucién de 155 mM; carril 8 contiene una muestra del pico de elucion
de 230 mM; y carril 9 contiene un Factor H estandar comercial.

[0027] Figura 8. (A) Cromatograma, (B) Analisis SDS-Page, y (C) Analisis de miembrana
de Western de cromatografia de Heparina-Sefarosa realizado con elucién en etap?s de una
fraccion del pico Ialp enriquecida por cromatografia DEAE. EI carril 1 contiene
marcadores estandar de peso molecular de proteinas; carril 2 contiene una muestra de la
solucién lalp cargada en la resina de heparina; carriles 3, 4 y 5 contienen muestras de flujo
a través de la carga de heparina; carril 6 contiene una muestra del pico de elucién de 80
mM; carril 7 contiene una muestra del hombro de elucion de 80 mM, y carril 8 contiene una

muestra del pico de elucion de 107 mM.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I. Introduccion

[0028] La Ialp se implicé como un potencial terapéutico para varios estados patolégicos y
afecciones humanas, que incluyen sepsis, choque séptico, choque endotdxico, coagulacion
intravascular diseminada, y fibroproliferacién. La subunidad bikunina de Ial y iPaI €s una

serina proteasa que inhibe muchas serinas proteasas encontradas en la sangre, que incluyen,
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tripsina, trombina, quimotripsina, calicreina, plasmina, elastasa, catepsina, FactoreS IXa, Xa
, Xla, y XIla. Como consecuencié, la subunidad bikunina de proteinas Ialp fun'c‘liona para
regular la actividad de estas serinas proteasas durante la promocién de las l‘cascadas
inflamatorias, tal como se encuentra durante la infeccién (especialmente durante lé sepsis),
intoxicacidn por antrax, metastasis del cancer, lesion tisular durante la cirugia, enfermedad
renal, enfermedad vascular, coagulacion, diabetes, e inflamacién sistémica (Pugia{ y otros,
Adv Clin Chem. 2007;44:223-45). En particular, los miembros de la familia falp que
contienen tanto una cadena pesada como una subunidad bikunina tienen Vida§ medias
vasculares mas largas que la subunidad bikunina sola.

[0029] Las lalp son proteinas de plasma relativamente abundantes (0.6 a 1.2 mg/ml en el
plasma), sin embargo, estas proteinas se desechan actualmente de las operacié)nes de
fabricaciones diversas que se especializan en el fraccionamiento del plasma hummd. Entre
otros aspectos, la presente invencion proporciona métodos para el aislamiento de {IaIp de
fracciones de desecho de diversos procesos de fraccionamiento, por ejemplo, Cohn,
Oncley, Cohn-Oncley, Deutsch, Nitschmann, Kistler, y procesos de fraccionaimiento
similares, sin afectar, trastornar o alterar el procesamiento normal o establecido del 'plasma
usado para la fabricacién de otros productos derivados de plasma. Asi, en un aspecto, la
invencion hace uso de fracciones de plasma desechadas para la produccién de un
medicamento util para el tratamiento de la sepsis y otros trastornos.

[0030) Como consecuencia, en ciertos aspectos, es un objeto de la invencion proporcionar
métodos de fabricacion de composiciones acuosas, liofilizadas, y farmacéuticas de lalp de
una fuente de plasma, por ejemplo, mezcla de plasma. De manera favorable, en la priesente
descripcién se proporcionan métodos para la preparacion de composiciones lalp de
fracciones sin usar de plasma creadas durante la fabricacion de otros productos de la
sangre, tales como gamma globulinas IgG y albumina.

[0031] En una modalidad, se proporciona un método para preparar una composicion
enriquecida de inhibidor Inter-alfa (Ialp) del plasma, el método comprende las etapas de: (1)

formar un precipitado de la Fraccion II+III de una muestra de plasma; (i) resuspender el
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precipitado de la Fraccion II+1II para formar una suspension de la Fraccion I+, (fii)

contactar la suspensién de la Fraccion II+1I1 con una fase solida para eliminar la Jalp de‘\la

_suspension de la Fraccion II+II1, y (iv) extraer la lalp de la fase solida, preparando de e:ise

modo una composicion de Talp enriquecida. En una modalidad especifica, la fase sélida
comprende didxido de silicio (SiO ;) finamente dividido. En otra modalidad especifica, la
fase s6lida comprende el auxiliar de filtro.

[0032] En una modalidad, se proporciona un método para preparar una composicic’%n
enriquecida de Inhibidor Inter-alfa (lalp) a partir del plasma, el método comprende las
ctapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en una primeta
etapa de precipitacién, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de alcohol
a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un primer

precipitado y un primer sobrenadante; (b) precipitar lalp del primer sobrenadante, en una

- segunda etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25%

de alcohol a un pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un
segundo precipitado; (c) resuspender el segundo precipitado para formar una suspension;
(d) mezclar el diéxido de silicio (SiO ;) finamente dividido con la suspension de la etapa
(c); (¢) filtrar la suspensién con un papel de filtro, formando de ese modo una torta de ﬁltrc:)
y un sobrenadante; y (f) extraer lalp de la torta de filtro con un amortiguador de extracciéﬁ
Jalp, preparando de ese modo una composicién de Jalp enriquecida.

[0033] En otra modalidad, se pfoporciona un método para preparar una composicién!
enriquecida del Inhibidor Inter-alfa (Ialp) del plasma, el método comprende las etapas de:;‘

(a) precipitar Ialp de una muestra de plasma para obtener un precipitado, (b) extraer lalp;

" del precipitado con un amortiguador de extraccion Ialp, preparando de ese modo una"‘

composicién de lalp enriquecida, en donde el precipitado es una Fraccion 1, Fraccién
T+11+111, Fraccion 114111, Fraccion IV-1, Precipitado A, o precipitado del Precipitado B.

[0034] En una modalidad especifica de un método para preparar una composicion
enriquecida del Inhibidor Inter-alfa (lalp), la etapa para formar un precipitado de la I‘

Fraccién I comprende precipitar Jalp de una fraccién de plasma crio-pobre, en una primera -
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etapa de precipitacién, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de eilcohol
a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un precipitado
de la Fraccion . |
[0035] En una modalidad especifica de un método para preparar una compo§icién
enriquecida de Inhibidor Inter-alfa (lalp), en donde se extrae lalp de un precipitado “de la
Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraé;cién
de plasma crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadanﬁente
6% y aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y
aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; (b)
precipitar proteinas del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacion, .zcon
entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de ehtre
aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado y un
segundo sobrenadante; (c) precipitar lalp del segundo sobrenadante, en una tercera etapé,_ de
precipitacion, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 23% de alcohol a:un
pH de entre aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un tercer precipit@do
y tercer sobrenadante; y (d) extraer lalp del tercer precipitado con un amortiguador “_de
extraccion Ialp, preparando de ese modo una composicion de Ialp enriquecida.

[0036] En otra modalidad especifica de un método para preparar una composicién
enriquecida de Inhibidor Inter-alfa (Ialp), en donde se extrae lalp de un precipitado de 1a
Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccién
de plasma crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion con entre aproximadamente
18% y aproximadamente 23% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 6.7 y
aproximadamente 7.2 para obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; (bl‘}
precipitar Ialp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacion, con entréL
aproximadamente 18% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un segundo precipitado y un“\
segundo sobrenadante; y c) extraer Jalp del segundo precipitado con un amortiguador de

extraccion lalp, preparando de ese modo una composicion de Ialp enriquecida.
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[0037] En una modalidad de un método para preparar una composicion enriquecida de
Inhibidor Inter-alfa (Ialp), lalp se extrae de mas de una fraccién de plasma. En ;ciertas
modalidades, las fracciones de plasma se seleccionan de una torta de filtro de la Fraccion
[1+111, una Fraccién 1, Fraccion I+II+111, Fraccion II+I1I, Fraccién IV-1, PrecipitadP A, 0
precipitado del Precipitado B. En una modalidad, el método comprende las etapas de: (a)
fraccionar una unica alicuota de plasma para obtener composiciones emiquecidaé de al
menos dos productos de la sangre, distinto de lalp; (b) extraer Ialp de al menos dos
fracciones de desecho diferentes creadas durante el fraccionamiento de plasma con.l uno o
més amortiguadores de extraccion; y (¢) mezclar las fracciones lalp extraidas, preparando
de ese modo una composicién de lalp enriquecida. En una modalidad, los otr%)s dos
productos de la sangre son gamma globulinas 1gG (por ejemplo, IVIG) y albumina. En ain
otras modalidades, el plasma se fracciona para obtener al menos tres productos dela %mgre,
distinto de Ialp. Los ejemplos no limitantes de productos de la sangre que se pueden
obtener en este método incluyen, sin limitarse a, globulina gamma IgG (por ej;emplo,
IVIG), albumina, actividad de correccién del inhibidor de factor ocho (FEIBA), complejo
del Factor IX, concentrado del Factor VII, complejo Antitrombina III, Factog VIII,
protrombina (Factor II), un complejo de protrombina (con o sin Factor VII), Factor von
Willebrand (vWF), Factor H del Complemento (CFH), y similares.

[0038] En algunas modalidades de un método para la preparacion de una composicion
enriquecida del Inhibidor Inter-alfa (Ialp), la Ialp se enriquece adicionalmente preci}slitando
las impurezas fuera de la composicion de lalp extraida. En una modalidad, las impurezas
se precipitan con entre aproximadamente 10% y aproximadamente 19% de alcohc‘;)l (por
ejemplo, etanol) a un pH de entre aproximadamente 6.0 y aproximadamente 8.0. Enh otras
modalidades, Ialp se enriquece adicionalmente precipitando lalp de la composicién Iﬁie Ialp
extraida. En una modalidad, lalp se precipita del extracto con entre aproximadamente 20%
y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre aproximadamente ‘6.0 y

aproximadamente 8.0.
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[0039] En ciertas modalidades de un método para la preparacion de una composicion
enriquecida del inhibidor Inter-alfa (lalp), lalp recuperada de una fraccion de plasma se
puede purificar adicionalmente uniendo la Ialp de la composicién de Jalp emiuncida auna
resina de intercambio aniénico; y eluyendo la lalp de la resina de intercambio apiénico con
un amortiguador de elucion, formando de ese modo un primer eluato que contiene Ialp. En
otras modalidades, la lalp recuperada de una fraccion de plasma se puede purificar
adicionalmente uniendo lalp a una resina de afinidad a heparina; y eluyendo la Ialp de la
resina de afinidad a heparina con un amortiguador de elucion. En atn otras modalidades,
lIalp se puede enriquecer adicionalmente tanto por intercambio aniéhico como
cromatografia de afinidad a heparina. En una modalidad, Ialp se une primero a una resina
de intercambio aniénico y después se une a una resina de afinidad a heparina. En otras
modalidades, lalp se une primero é una resina de afinidad a heparina y después se une a una
resina de intercambio anidnico. 3

[0040] En atin otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para preparar
una composicion enriquecida del inhibidor Inter-alfa (lalp) del plasma, el método
comprende las etapas de: (a) ‘extraer lalp de un precipitado formado durante el
fraccionamiento del plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene lalp y Eactor H; (b)
unir la Jalp y Factor H a una resina de intercambio ani6nico; (c) eluir el Factor H de la
resina con un primer amortiguador de elucion; y (d) eluir la Ialp de la resina con un
segundo amortiguador de eluci()ﬁ, preparando de ese modo una composicion de Ialp
enriquecida. En una modalidad relacionada, la presente invencién proporciona un método
para preparar una composicién enriquecida del inhibidor Inter-alfa (Ialp) dé‘el plasma, el
método comprende las etapas de: (a) extraer lalp de un precipitado formacio durante el
fraccionamiento de plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene Ialp y Factor H; (b)
unir la Ialp a una resina de intercambio ani6nico en condiciones donde el Factor H no se

une a la resina de intercambio aniénico; y (c) eluir la Ialp de la resina con un amortiguador

de elucion, preparando de ese modo una composicion de lalp enriquecida. En ciertas
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modalidades, la composicién de Ialp se enriquece adicionalmente por cromatografia de
afinidad a heparina. |
[0041] En ciertas modalidades, ’los métodos para producir una composicion de Ilalp
comprenden el aislamiento de una especie unica de la proteina inhibidor Inter-alfa (;[IaIp).
En una modalidad, la especie lalp es el inhibidor de Tripsina Inter-alfa (Ial). En otra
modalidad, la especie de Ialp es el Inhibidor Pre-alfa (Pal). En ciertas modalidadés, la
especie Gnica de alp se aisla por una etapa de afinidad, por ejemplo, un método de afinidad
de anticuerpo o aptamero

[0042] En otros aspectos, es un objeto de la invencion proporcionar composiciones
acuosas, liofilizadas, y farmacéuticas de Ialp a partir de una fuente de plasma, por ejemplo,
mezcla de plasma, que se prepara de acuerdo con un método proporcionado en la presente
descripcion.

[0043] En aun otros aspectos, es un objeto de la invencion proporcionar métodos para tratar
trastornos y enfermedades asociadas con una funcion reducida de Ialp o disfuncion de Talp
administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de ‘ [alp
proporcionada en la presente descripcion. En una modalidad, la enfermedad o trastorno
asociado con la funcion Ialp reducida o disfuncion Ialp es la sepsis.

[0044] En otro aspecto, es un objeto de la invencién proporcionar métodos para tratar
enfermedades y trastornos asociados con la actividad aumentada de serina proteasa de
plasma administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de: Jalp

proporcionada en la presente descripcion. En una modalidad, la enfermedad o trastorno

asociado a la actividad aumentada de serina proteasa de plasma se selecciona de sepsis,

choque séptico, choque endotéxico, coagulacion intravascular  diseminada,

. ., . . ., , . . . oz . |
fibroproliferacion, intoxicacion por antrax, metastasis del cancer, lesion tisular durante la

i

. cirugia, enfermedad renal, enfermedad vascular, coagulacién, diabetes e inflamacion

sistémica
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II. Definiciones

[0045] Como se usa en la en la presente descripcion, las “proteinas Inhibidoras Intet-alfa” o
“lalp” se refiere a una familia de inhibidores proteasa de plasma compuestos de
polipe:ptidos codificados por uno o mas de el gen del precursor ."‘Alfa-l-
microglobulina/bikunina (AMBP; polipéptido de bikunina, UniGene ID: 231948), gen del
inhibidor H1 (ITIH1; polipéptido H1, UniGene ID: 224173) de Inter-alfa (globuliﬁa), gen
del inhibidor H2 (ITIH2; polipéptido H2 Unigene ID: 139782) de Inter-alfa (globplina),
gen del inhibidor H3 (ITTH3; polipéptido H3 UniGene ID: 140017) de Inter-alfa (globulina)
o gen del inhibidor H4 (ITIH4; UniGene ID: 3321613) (polipéptido H4, calié:reina
plasmatica sensible a la glicoproteina) de Inter-alfa(globulina). Los inhibidores ilustrativos
de proteasa Ialp incluyen, sin limitarse a, Ial (polipéptidos de bikunina, Hly H25.; Pal
(polipéptidos de bikunina y H3), TaLI (polipéptidos de bikunina y H2), TalH4P (polipéptido
H4) y bikunina (Salier, ] y otros, arriba).

[0046] Como se usa en la presente descripcién, “plasma crio-pobre” se reﬁerg al
sobrenadante formado después de la precipitacion en frio (crioprecipitacién) de plasma o
mezcla de plasma a temperaturas que se acercan a la congelacion, por ejemplb, a
temperaturas mas abajo de aproximadamente 10°C. En el contexto de la presente invenci_én,
el plasma puede referirse indistintamente al plasma recuperado (es decir, plasma qué se
separé de sangre completa ex vivo) o fuente de plasma (es decir, plasma recogido a tra;/és
de plasmaféresis). La crioprecipitacion se realiza con frecuencia, por ejemplo,
descongelando previamente la mezcla de plasma congelada, que ya se ensay6 para las
consideraciones la seguridad y calidad, aunque se puede ademads usar plasma fresco.En
ciertas modalidades la descongelacion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura f’;o
mayor de 6 °C. Después de la completa descongelacion del plasma congelado a baja
temperatura, se realiza la centrifﬁgaci(')n en frio (por ejemplo, < 6°C) para separar lcis
crioprecipitados sélidos a partir del sobrenadante liquido. Como alternativa, la etapa dé

separacion se puede realizar por filtracion en lugar de centrifugacion.
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[0047] Como se usa en la presente descripcion, una “mezcla Cohn” se refiere a la materia
prima usada para el fraccionacion de una muestra de plasma o mezcla de rhuestras de
plasma. Las mezclas Cohn incluyen plasma completo, muestras de plasma crio-pobre, y
mezclas de muestras de plasma crio-pobre que pueden o no pueden haber sido spmetidos a
una etapa pre-proceso. En ciertas modalidades, una mezcla Cohn es una muestré de plasma
crio-pobre a partir de la que uno o mas factores de sangre se eliminaron en uf;a etapa de
pre-proceso, por ejemplo, adsorcion en una fase solida (por ejemplo, hidroxido dé aluminio,
diéxido de silicio finamente dividido, etc.), o etapa cromatografica (pof ejemplo,
intercambio iénico o cromatografia de afinidad a heparina). Diversos factores de¢ la sangre,
que incluyen pero sin limitarse a Actividad de correccion del inhibidor de Factor Ocho
(FEIBA), complejo del Factor IX , concentrado del Factor VII, o complejo Ar;titrombina
111, se puede aislar de la muestra de plasma crio-pobre para formar una mezcla thn.

[0048] Como se usa en la presente descripcion, una “torta de filtro de la Fraccion II+I11” se
refiere a una fase sélida recuperada después del tratamiento de una suspensi‘,(')n Cohn-
Oncley o equivalente de la Fraccion II+1II con un material adsorbente. Generalrlnente, una
suspension de la Fraccién II+111 se tratara con un material adsorbente, por ejemplb, diéxido
de silicio finamente dividido, para eliminar impurezas tales como lipidos, fibrinogeno,
actividad amidolitica, actividad precalicreina, y lipoproteinas. Después de la separacion del
sobrenadante de la suspension clarificada de la Fraccion II+111, el material recupe}ado de la
fase solida se denomina como la torta de filtro de la Fraccion II+IIL

[0049] Como se usa en la presente descripcion, “dioxido de silicio finamente diyidido” 0
“silice finamente dividida” se refiere a un 6xido de silicio que tiene la f(’)rmhla Si0;,
fabricado de manera que permite la adsorcion de Ialp sobre su superficie. Lais formas
ilustrativas de diéxido de silicio finamente dividido adecuado para uso en los méthos dela
presente invencion incluyen, sin limitarse a, silice de arco, silice pirogénica, Aeroéil®, Cab-
O-Sil™, silice coloidal, tierra de diatomeas, y similares. En una modalidad preferida, un
producto comercial de silice de arco hidrofilico se usa para la adsorcion del Ialp de una

fraccion de plasma. Los ejemplos no limitantes de estos productos incluyen  aquellos
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comercializados por Evonik Industries bajo el nombre comercial Aerosil® (por ejen{zplo,
Aetosil 90, Aerosil 130, Aerosil 150, Aerosil 200, Aerosil 300, Aerosil 380, Aerosil OX 50,
Aerosil EG 50, Aerosil TT 600, Aerosil 200 SP, Aerosil 300 SP, y Aerosil 300/30).

[0050] Como se usa en la presente descripcion, una “enfermedad o trastorno asociado.‘-‘con
disfuncién o desregulacién de Ialp” se refiere a cualquier enfermedad, trastorno, o afecléi()n
en un sujeto que se causa por, intensifica por, caracteriza por, o resulta en un nivel redu¢ido
de actividad Ialp en el sujeto. En algunos ejemplos, las enfermedades o trastornos
aséciados con la disfuncién o desregulacion de Jalp incluyen afecciones que se causan por
o vinculan a mutaciones y polimorfismos en cualquiera de los genes que codifican una
subunidad Jalp. De manera similar, una “enfermedad o trastorno asociado con la fundi(’)n
Talp reducida” se refiere a cualquier enfermedad, trastorno, o afecciones en un sujeto que se
causa por, intensifica por, caracteriza por, o resulta en un nivel reducido de actividad I:allp
en el sujeto.Las enfermedades y trastornos asociados con la disfuncion de lalp o funcién
reducida de Ialp incluyen, pero sin limitarse a, sepsis, choque séptico, choque endotéxico,
coagulacién intravascular diseminada, y fibroproliferacion.

[0051] Como se usa en la presente descripcion, una “enfermedad o trastorno asociado don
actividad aumentada de serina proteasa de plasma” se refiere a cualquier enfermedé;d,
trastorno o afeccion en un sujeto causada por, intensificada por, caracterizada por, o qlue
resulta en un aumento en la actividad de serina proteasa encontrada en la sangre, y paral-la
que la administracién de bikunina o una proteina que contiene bikunina (es decir, u‘pa
proteina lalp) resulta en una reduccién de la actividad de serina proteasa de plasrﬁ_a.
Diversas serinas proteasas pueden‘contribuir a la actividad aumentada de serina proteasa de
plasma que incluye, sin limitarse a, tripsina, trombina, quimotripsina, calicreina, plasmina,
elastasa, catepsina, Factores IXa, Xa, XIa, y XIla. Las enfermedades o trastornos asociad{;)s
con la actividad aumentada de serina proteasa de plasma incluyen pero sin limitarse :_a
sepsis, choque séptico, choqué endotoxico, coagulacién intravascular diseminad;:_a,

fibroproliferacion, intoxicacién por antrax, metastasis del cancer, lesion tisular durante la
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cirugia, enfermedad renal, enfefmedad vascular, coagulacion, diabetes € inﬂarfpacién
sistémica.

[0052] Como se usa en la presente descripcion, el término “ultrafiltracion (UF)” in:“cluye
una variedad de métodos de filtracion por membrana en los que la presion hidros%cética
fuerza a un liquido contra una fnembrana semi-permeable. Los solidos y solths en
suspension de alto peso molecular se mantienen, mientras que el agua y los solutos de‘;‘ bajo

peso molecular atraviesan la membrana. Este proceso de separacion se usa a menudo 'para

la purificacién y concentracion de soluciones macromoleculares (103 - 106 Da), en espécial
soluciones de proteinas. Una serie de membranas de ultrafiltracion estan disponible“]s en
dependencia del tamafio de las moléculas que retienen. La ultrafiltracion se caractériza
tipicamente por un tamafio de poro de membrana entre 1'y 1000 kDa y presiones operativas
entre 0.01 y 10 bar, y es particula‘rmente atil para la separacion de coloides similares dlas
proteinas de moléculas pequefias similares a azucares y sales.

[0053] Como se usa en la presente descripcion, el término "diafiltracion” se realiza con ::las
mismas membranas como la ultrafiltracién y es una filtracion de fujo tangencial. Durahte
la diafiltracion, el amortiguador se introduce en el tanque de reciclado mientras que: el
filtrado se elimina de la unidad de operacion. En procesos donde el producto esta enl‘el
retenido (por ejemplo Factor H), la diafiltracion lava los componentes fuera de la mezé]a
del producto en el filtrado, intercambiando de ese modo los amortiguadores y reduciendo ‘:‘la
concentracion de especies no deseadas.

[0054] Como se usa en la presente descripcion, el término “aproximadamente” se reﬁere"_‘a
un intervalo aproximado de mas o menos 10% de un valor especifico. Por ejemplo, 1a
expresion “aproximadamente 20%” abarca un intervalo de 18-22%. .
[0055] Como se usa en la presente descripeion, el término "mezclar", describe un acto par%a
causar distribucion equitativa de dos o més compuestos o sustancias distintas en uné,}
solucion o suspension por cualquier forma de agitacion. La distribucién equitativg
completa de todos los ingredientes en una solucién o suspension no se requiere como un

resultado de “mezclar” segun el término se usa en esta solicitud. : 00 00 ] 9
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[0056] Como se usa en la presente descripcion, el término "solvente" incluye cualquie:r

sustancia liquida capaz de disolver o dispersar uno o més sustancias. Un solvente puede ser

inorgénico en la naturaleza, tal como agua, o puede ser un organico liquido, tales como

etanol, acetona, acetato de metilo, acetato de etilo, hexano, éter de petroleo, erc. Como sé

usa en el término "tratamiento con detergente solvente," el solvente denota un solventé

organico (por ejemplo, tri-n-butil fosfato), que es parte de la mezcla detergente solvente

usada para inactivar en disolucion los virus envueltos con lipido.

[0057] Como se usa en la presente descripcion, el término "detergente" se usa en esta

solicitud indistintamente con el término "tensoactivo” o "agente que actia en la superficie.

"Los tensoactivos son tipicamente compuestos organicos que son anfifilicos, es decir, que

contienen tanto grupos hidrofébicos ("colas") como grupos hidrofilicos ("cabezas"), que‘

producen tensoactivos solubles en solventes organicos como en agua. Un agente:w.

tensoactivo se puede clasificar por la presencia de grupos cargados formalmente en su

cabeza. Un tensoactivo no idnico no tiene grupos de carga en su cabeza, mientras que un,

tensoactivo iénico lleva una carga neta en su cabeza. Un agente tensoactivo zwitteridnico,
contiene una cabeza con dos grupos cargados de manera opuesta. Algunos ejemplos de.
tensoactivos comunes incluyen: Anidnicos (basados en aniones sulfato, sulfonato o
carboxilato): perfluorooctanoato (PFOA o PFO), perfluorooctanosulfonato (PFOS), dodecil
sulfato sodico (SDS), lauril sulfato de amonio y otras sales de sulfato de alquilo, sulfato de,
sodio Laureth (ademas conocido como lauril éter sulfato de sodio o SLES), alquil-benceno- “
sulfonato; catiénicos (basados en cationes de amonio cuaternario): bromuro de cetil.‘
trimetilamonio (CTAB) también conocido como bromuro de hexadecil-trimetil-amonio y

otras sales de alquiltrimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio (CPC), seboamina -
polictoxilada (POEA), cloruro de benzalconio (BAC), cloruro de bencetonio (BZT), acidos
grasos de cadena larga y sus sales: que incluyen caprilato, acido caprilico, heptanoato, |
dcido hexanoico, acido heptanoico, &cido nanoico, 4acido decanoico, y similares; |
zwitterionico (anfétero): betaina dodecilo; cocamidopropil betaina; coco anfo glicinato; no -

ionicos: alquil poli (6xido de etileno), alquilfenol poli (6xido de etileno), copolimeros de |
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poli (6xido de etileno) y poli (oxido de propileno) (conocido en el comertio como
Poloxameros o Poloxaminas), poliglucosidos de alquilo, que incluyen glucésido'de octilo,
maltésido de decilo, alcoholes grasos (por ejemplo, alcohol cetilico y alcohol oleilico),
cocamida MEA, cocamida DEA, polisorbatos (Tween 20, Tween 80, efc.), d;etergentes
Tritén, y é6xido dodecilo de dimetilamina.

[0058] Como se usa en la presente descripcion, el término "cantidad o dosis
terapéuticamente eficaz" o "cantidad o dosis suficiente/eficaz”, se refiere a una dosis que
produce los efectos para los que se administra. La dosis exacta dependera del propdsito del
tratamiento, y serd determinable por una persona con experiencia en la técnglica usando
técnicas conocidas (ver, por ejemplo, Lieberman, Pharmaceutical Dosqlge Forms
(volimenes. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Phaijﬂmaceutical
Compounding (1999); Pickar, Dosage Calculations (1999); y Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 20ma Edicién, 2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams &
Wilkins). |

[0059] Como se usa en esta solicitud, el término "atomizacion" se refiere a un‘ medio para
entregar una sustancia liquida en un sistema, por ejemplo, durante una etapa de
precipitacién con alcohol, tal como un fraccionamiento I modificado Cohn_‘ o etapa de
precipitacion II+1IL, en la forma. de gotas finas o niebla de la sustancia liquida. La
atomizacion se puede lograr por cualquier dispositivo a presion, tal como un contenedor
(por ejemplo, una botella de Aerosol), que tiene un cabezal de aerosol o uné tobera y se
acciona manualmente o automaticamente para generar una niebla fina de un liquido.
Tipicamente, la atomizacion se realiza mientras el sistema que recibe la sustan;cia liquida se
agita continuamente o de cualquier otra forma mezcla para asegurar la distribucion rapida y
equitativa del liquido dentro del sistema.

Métodos para la Fabricacién de Inhibidor Inter-alfa (Ialp)

[0060] Generalmente, las preparéciones Jalp de acuerdo con la presente‘invenci()n se
pueden preparar de cualquier materia prima, por ejemplo, plasma recuperado o plasma de

la fuente. En un ejemplo tipico, la sangre o el plasma se recogen de donantes sanos.
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Normalmente, la sangre se recogé de la misma especie animal que el sujeto al que se
administrara la preparacién lalp (tipicamente denominada como lalp“homodloga™). La
Talp se aisla de la sangre o plasma por procedimientos adecuados, tales como, por ejemplo,
precipitacion (fraccionamiento con alcohol o fraccionamiento con polietilﬁnglicol),
métodos cromatograficos (cromatégrafia de intercambio iénico, cromatografia de afinidad,
cromatografia de inmunoafinidad erc.) ultracentrifugacion, y preparacion electroforética, y
\

similares. (Var, por ejemplo, Cohn , J. Am. Chem. Soc. 68:459-75 (1946); Deutsci:h y otros,
J. Biol. Chem. 164:109-118; Oncley y otros, J. Am. Chem. Soc. 71:541-50 (19495); Cohn y
otros, J Am. Chem. Soc. 72:465-474 (1950); Cohn y otros, Blood Cells anciz’ Plasma
Proteins: Their State in Nature (J.L. Tullis, ed), pags. 1-58, Academic Press, Nueva York y
Londres (1953); Nischmann y otros, Helv. Chim. Acta 37:866-873; Kistler y Nischmann,
Vox Sang. 7:414-424 (1962); Barundem y otros, Vox Sang. 7:157-74 (1962); Koblet y
otros, Vox Sang. 13:93-102 (1967); las patentes de Estados Unidos ndims. 5,122,373 y
5,177,194; cuyas descripciones se incorporan de este modo como referencia en su totalidad
para todos los propositos).

[0061] En ciertas modalidades, lalp se recupera del material desechado de cuallquier otra
forma por fraccionamiento de plasma durante la fabricacion de otros productos de la sangre
importantes en el comercio. Por ejemplo, en modalidades ilustrativas, lalp se extrae del
precipitado de la Fraccion I Cohn o Fraccion IV-1 (Cohn y otros. (1946) arriba), un
precipitado de la Fraction II+III Cohn-Oncley (Oncley y otros, arriba), un precipitado del
Precipitado A o Precipitado B Kistler y Nischmann (Kistler y Nischmann arriba), o
adsorbida de la suspension de la Fraccion II+III Cohn-Oncley (Oncley y otros, arriba)
formada durante la fabricacion industrial de gamma globulinas IgG. De manera favorable,
de acuerdo con los métodos proporcionados en la presente descripeion, la prep}aracién de
Talp a escala industrial se puede lograr sin la necesidad de plasma de entrada adiL:ional oel
redisefio y la re-aprobacion regulatoria de los procesos de fabricacion existentes para otros
productos de la sangre derivados de plasma de importancia en el comercio, tales:como IgG

gamma globulinas por administracion via intravenosa (IVIG) o subcutanea o albiimina.
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[0062] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicién enriquecida lalp precipitando lalp del plasma crio-pobre, o uha fraccién
derivada de la misma, en al menos una primera reaccién de precipitacion con etanol para
formar un precipitado que contiene lalp; y (c) extraer lalp del precipitado que col_ntiene lalp,
formando de ese modo una composicion enriquecida lalp. En modalidades preferidas, el
precipitado que contiene lalp se selecciona del grupo que consiste de una torta de filtro de
la Fraccién IT+I11, un precipitado de la Fraccion I, un precipitado de la Fraccion I+II+III, un
precipitado de la Fraccion II+1II, Fraccion IV-1, un precipitado A Kistler-Nitschmann y un
precipitado B Kistler-Nitschmann.

[0063] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar lalp del plasma crio-
pobre, o una fraccion derivada de la misma, en al menos una primera réacci()n de
precipitacién con etanol para formar un precipitado de la Fraccion II+11I y extraer lalp del
precipitado de la Fraccion II+II.  En una modalidad, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicion de lalp precipitando al menos una impurlxleza de la
composicion (es decir, en una etapa de “Precipitado 4 de lalp”) y separando la impureza
precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método tomprende
enriquecer adicionalmente la composicion de Talp precipitando Ialp de la composicion (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de Ialp”). En una modalidad especifica,. el método
comprende enriquecer adicionalmente la composiciéon de Ilalp por cromatiOgrafia de
intercambio anidnico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicién de Talp por cromatografia de afinidad a heparina. En una
modalidad, el método comprende enriquecer adicionalmente la composicion d%e Ialp por
cromatografia de intercambio aniéhico y cromatografia de afinidad a heparina

[0064] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la

Fraccién II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y precipitar Ialp del

sobrenadante resultante.
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[0065] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion II+11I1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y en“riquecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0066] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitado de la
Fraccion II+II1, precipitar al menos una impureza de la composicién, y enll?iquecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a heparina

[0067] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio iénico y afinidad a heparina.
[0068] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién II+I1I, precipitar lalp de la composicién, y enriquecer lalp del precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0069] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un pr?cipitado de la
Fraccién II+111, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer Ialp del precipitado
resultante por cromatografia de afinidad a heparina.

[0070] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un précipitado de la
Fraccién II+I11, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp ;iel precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anidnico y afinidad a heparina.

[0071] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un pr¢cipitado de la
Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, pre%:ipitar Talp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por crbmatografia de
intercambio anidnico.

[0072] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un précipitado de la
Fraccion 1I+11I, precipitar al menos una impureza de la composicion, preéipitar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
afinidad a heparina.

[0073] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la

Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar Ialp del
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sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
intercambio i6nico y afinidad a heparina.

[0074] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar Ialp del plasma crio-
pobre, o una fraccion derivada de la misma, en al menos una primera reaccion de
precipitacién con etanol para formar una torta de filtro de la Fraccion II+1I1 y extraer Ialp
de la torta de filtro de la Fraccion II+III. En una modalidad, el método comprende
enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp precipitando al menos una impureza de
la composicion (es decir, en una etapa de “Precipitado 4 de Ialp”) y separar la impureza
precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método bomprende
enriquecer adicionalmente la composicion de lalp precipitando lalp de la comp;osici()n (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de lalp”). En una modalidad especiﬁca,‘: el método
comprende enriquecer adicionalmente la composicion de lalp por cromatografia de
intercambio aniénico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicién de lalp por cromatografia de afinidad a heparina. En una
modalidad, el método comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp por
cromatografia de intercambio anionico y cromatografia de afinidad a heparina

[0075] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de filtro de la
Fraccién II+]1], precipitar al menos una impureza de la composicion, y precipitar Ialp del
sobrenadante resultante.

[0076] En otra modalidad, el méfodo comprende extraer Ialp de una torta de ﬁltro de la
Fraccién I1+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico.

[0077] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de ﬁltro de la
Fraccién II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriqueéer Talp del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a heparina

[0078] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccion 1I+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del

sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio idnico y afinidad a heparina.
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| [0079] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la

Fraccién II+1II, precipitar lalp de la composicién, y enriquecer lalp deli‘ precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0080] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccién II+III, precipitar lalp de la composicién, y enriquecer Ialp deliprecipitado
resultante por cromatografia de afinidad a heparina. |

[0081] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccién II+III, precipitar Ialp de la composicién, y enriquecer Ialp del precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anionico y afinidad a heparina.

[0082] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccién II+11I, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipiﬁar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
intercambio ani6nico.

[0083] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccién II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipifar Talp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
afinidad a heparina.

[0084] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de filtro de la
Fraccion 11+, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar Talp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
intercambio i6nico y afinidad a heparina.

[0085] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar Ialp del plasma crio-
pobre, o una fraccion derivada de la misma, en al menos una primera reaccion de
precipitacién con etanol para formar una torta de filtro de la Fraccién II+1II y extraer lalp
de la torta de filtro de la Fraccion II+III. En una modalidad, el método 'icomprende
enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp precipitando al menos una irhpureza de
la composicion (es decir, en una etapa de “Precipitado 4 de lalp”) y separar la impureza

precipitada del sobrenadante que contiene Ialp. En otra modalidad, el método comopbeﬁdﬁ.
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enriquecer adicionalmente la composicién de Ialp precipitando lalp de la composicion (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de lalp”). En una modalidad especiﬁcalg el método
comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Jalp por cromatografia de
intercambio anidnico. En otra modalidad especifica, el método comprende{ enriquecer
adicionalmente la composicion de Ialp por cromatografia de afinidad a hepmiﬁa. En una
modalidad, el método comprende enriquecer adicionalmente la composicion ae Ialp por
cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad a heparina |

[0086] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de "ﬁltro de la
Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y precipitar Ialp del
sobrenadante resultante.

[0087] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de filtro de la
Fraccién II+I1], precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriqueéer Talp del
sobrenadante resultante por cromafografia de intercambio anidnico.

[0088] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de lﬁltro de la
Fraccion I1I+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquez;er Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a heparina.

[0089] En otra modalidad, el méfodo comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio iénico y afinidad a heﬁarina.
[0090] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de ﬁltro de la
Fraccion II+III, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer Ialp del precipitado
resultante por cromatografia de intercambio idnico.

[0091] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de iTﬂtro de la
Fraccion II+II1, precipitar Talp de la composicion, y enriquecer [alp del i:)recipitado
resultante por cromatografia de afinidad a heparina. ‘

[0092] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de una torta de filtro de la
Fraccion II+111, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado

resultante por cromatografia de intercambio aniénico y afinidad a heparina.
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[0093] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta de filtro de la
Fraccion II+11], precipitar al menos una impureza de la composicion, pr%:cipitar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por c%omatografia de
intercambio anidnico.

[0094] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de una torta.‘; de filtro de la
Fraccion II+II1, precipitar al menos una impureza de la composicion, prec%ipitar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por crématograﬁa de
afinidad a heparina.

[0095] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de una torta de filtro de la
Fraccion II+111, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por crorﬁatografia de
intercambio i6nico y afinidad a heparina. |

[0096] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar Ialp del plasma crio-
pobre, o una fraccion derivada de la misma, en al menos una primera %eaccién de
precipitacion con etanol para formar un precipitado de la Fraccion [+II+1 y extfaer Ialp del
precipitado de la Fraccion I+1I+II. En una modalidad, el método comprende:lenriquecer
adicionalmente la composicion de lalp precipitando al menos una impureza de la
composicion (es decir, en una etapa de “Precipitado 4 de lalp”) y separar la impureza
precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método comprende
enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp precipitando Ialp de la composicion (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de Ialp”). En una modalidad especifica, e‘} método
comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp por cromatografia de
intercambio anionico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicién de Talp por cromatografia de afinidad a heparina. -En una
modalidad, el método comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp por

cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad a heparina
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[0097] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precﬁpitado de la
Fraccion I+I1+I], precipitar al meﬁos una impureza de la composicion, y precipitar Ialp del
sobrenadante resultante. |

[0098] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitado de la
Fraccion I+II+]1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriqﬁecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio anidnico. |

[0099] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion I+11+11, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriq@ecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico.

[0100] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado de la
Fraccién I+11+11, precipitar al menos una impureza de la composicién, y enriquecer Talp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico y afinidad a heparina.
[0101] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado de la
Fracciéon I+II+1], precipitar lalp de la composicién, y enriquecer lalp del' precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0102] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién I+II+11, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del ‘;precipitado
resultante por cromatografia de afinidad a heparina.

[0103] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp del precipitado de la Fraccién
J+11+11, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado reé,ultante por
cromatografia de intercambio anidnico y afinidad a heparina.

[0104] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion I+II+I1, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipi"ﬁlar TIalp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromaiografia de
intercambio anidnico. |

[0105] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipifado de la

Fraccion I+II+11, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar Ialp del
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sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
afinidad a heparina.

[0106] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado 'de la
Fraccion I+II+11, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar IaéIp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatogra:ﬁ’a de
intercambio i6nico y afinidad a heparina.

[0107] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar Ialp del plasma crio-
pobre, o una fraccién derivada de la misma, en al menos una primera reaccién de
precipitacion con etanol para formar un precipitado de la Fraccion IV-1'y extraer Talp del
precipitado de la Fraccion IV-1. En una modalidad, el método comprende enriciuecer
adicionalmente la composicién de lalp precipitando al menos una impureza de la
composicion (es decir, en una efapa de “Precipitado 4 de lalp”) y separar la impﬁreza
precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método comp‘;ende
enriquecer adicionalmente la composicion de lalp precipitando lalp de la composicion (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de Ialp”). En una modalidad especifica, el método
comprende enriquecer adicionalrﬁente la composicion de Ialp por cromatografia de
intercambio aniénico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriq'pecer
adicionalmente la composicién de Talp por cromatografia de afinidad a heparina. En una
modalidad, el método comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Ialb por
cromatografia de intercambio anionico y cromatografia de afinidad a heparina

[0108] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado ae la
Fraccion IV-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y precipitar Talp del
sobrenadante resultante. I
[0109] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado de la

Fraccién V-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del

sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico.
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[0110] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién 1V-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y emiquecér Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a heparina ;

[0111] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitéldo de la
Fraccion IV-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico y afinidad a heparina.
[0112] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién IV-1, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del pfecipitado
resultante por cromatografia de intercambio anionico.

[0113] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién IV-1, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado
resultante por cromatografia de afinidad a heparina.

[0114] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccién IV-1, precipitar Jalp de la composicidn, y enriquecer lalp del precipitado
resultante por cromatografia de intercambio anionico y afinidad a heparina.

[0115] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion IV-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar‘.IaIp del
sobrenadante resultante, y enriquecer Ialp del precipitado resultante por cromatografia de
intercambio anionico.

[0116] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la

Fraccion IV-1, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar Ialp del

- sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de

afinidad a heparina.

[0117] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado de la
Fraccion 1V-1, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar 1IaIp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de

intercambio iénico y afinidad a heparina.
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[0118] En una modalidad especifica, el método comprende precipitar Ialp del plasrha crio-
pobre, o una fraccion derivada de la misma, en al menos una primera reacc;:i(')n de
precipitacion con etanol para formar un precipitado A Kistler-Nitéchmann y extrfialer lalp
del Precipitado A Kistler-Nitschmann. En una modalidad, el método comprende enriiquecer
adicionalmente la composicion ‘de lalp precipitando al menos una impureza; de la
composicién (es decir, en una etapa de "Precipitado 4 de lIalp") y separar la in:Hpureza
precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método comprende
enriquecer adicionalmente la composicion de lalp precipitando lalp de la composicidn (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de Ialp™). En una modalidad especifica, el método
comprende enriquecer adicionalmente la composicién de Ialp por cromatografia de
intercambio anidnico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicion de Talp por cromatografia de afinidad a heparina. En una
modalidad, el método comprendé enriquecer adicionalmente la composicion de lalp por
cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad a heparina.

[0119] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado A i{istler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y precipitar Ialp del
sobrenadante resultante.

[0120] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado A i(istler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer lalp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0121] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado A Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer Talp del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a hepatina.

[0122] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado A Kistler—
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer I?Ip del

sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio aniénico y afinidad a heparina.
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[0123] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitadd_ A Kistler-

Nitschmann, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer lalp del sdbrenadante

" resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0124] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado “;A Kistler-
Nitschmann, precipitar lalp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado resultante
por cromatografia de afinidad a heparina.

[0125] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado A Kistler-
Nitschmann, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado résultante
por cromatografia de intercambio aniénico y afinidad a heparina.

[0126] En una modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitado A Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar lalp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
intercambio anidnico.

[0127] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado A Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicién, precipitar IaIp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatograﬁa de
afinidad a heparina.

[0128] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado A Kiétler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar lalp’ del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografié de
intercambio 16nico y afinidad a heparina.

[0129] En una modalidad especifica, ¢l método comprende precipitar lalp del plasma crio-
pobre, o una fraccién derivada .de la misma, en al menos una primera reaccién de
precipitacion con etanol para formar un Precipitado B Kistler-Nitschmann y extraer Talp del
precipitado B Kistler-Nitschmann. En una modalidad, el método comprende enriquecer
adicionalmente la composicion de lalp precipitando al menos una impureza de la
composicion (es decir, en una etépa de "Precipitado 4 de lalp" ) y separar la impureza

precipitada del sobrenadante que contiene lalp. En otra modalidad, el método comprende
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enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp precipitando Ialp de la composicién (es
decir, en una etapa de “Precipitado 5 de lalp”). En una modalidad especifica, el método
comprende enriquecer adicionalmente la composicion de Ialp por cromatografia de

intercambio aniénico. En otra modalidad especifica, el método comprende enriquecer

adicionalmente la composicién de lalp por cromatografia de afinidad a heparina. Eh una
modalidad, el método comprende. enriquecer adicionalmente la composicion de lalp por
cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de afinidad a heparina

[0130] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicién, y precipitar lalp del
sobrenadante resultante.

[0131] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer Ialp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio anidnico.

[0132] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado B Ki:stler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer IaIb del
sobrenadante resultante por cromatografia de afinidad a heparina.

[0133] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, y enriquecer Jalp del
sobrenadante resultante por cromatografia de intercambio ani6nico y afinidad a hepariqa.
[0134] En otra modalidad, el método comprende extraer Jalp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado resultante
por cromatografia de intercambio anidnico.

[0135] En otra modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado B Kisfftler-
Nitschmann, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer lalp del precipitado resultante
por cromatografia de afinidad a heparina.

[0136] En otra modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar Ialp de la composicion, y enriquecer Ialp del precipitado resultante

por cromatografia de intercambio aninico y afinidad a heparina.
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[0137] En una modalidad, el método comprende extraer lalp de un precipitado B I;(istler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar Iélp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatogr;aﬁ'a de
intercambio anio6nico.

[0138] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar Ialp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatografia de
afinidad a heparina.

[0139] En una modalidad, el método comprende extraer Ialp de un precipitado B Kistler-
Nitschmann, precipitar al menos una impureza de la composicion, precipitar Iélp del
sobrenadante resultante, y enriquecer lalp del precipitado resultante por cromatogr"afia de
intercambio anidnico y afinidad a heparina.

[0140] En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para prepaﬁar una
composicién de lalp enriquecida del plasma extrayendo lalp de un precipitado!1 de la
Fraccién I, Fraccién IV-1, Fraccion II+III, o Fraccion [+II+II, un precipitado del
Precipitado A o Precipitado B Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fﬁaccién
T1+I11.

[0141] En ciertas modalidades, la composicion de Ialp enriquecida se puede p@riﬁcar
adicionalmente posterior a la extraccion de una Fraccion I, Fracciéon IV-1, Fraccion IiI+III, 0
precipitado de la Fraccion I+II+1II, un precipitado del Precipitado A o Precipitado B Kistler
y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion II + III. Estan disponibles diversos
métodos para purificar adicionalmente lalp, que incluyen, sin limitarse a, etaf)as de
precipitacion o fraccionamientos adicionales, cromatografia de afinidad, cromatogréfia de
intercambio i6nico, cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia de exélusién
por tamaflo, tratamjento con solvente/detergente (S/D), nanofiltracién, ultrafiltracion,
diafiltracion, y similares.

[0142] En una modalidad, el método comprende adicionalmente precipitar las impurezas de

una composicién de Ialp enriquecida.En ciertas modalidades, esta etapa comprende
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precipitar al menos una impureza, por ejemplo un lipido o proteina, de la ¢omposici611 y
separar después el precipitado del sobrenadante que contiene Ialp. Opcionailmente, Ialp se
puede precipitar después del sobrenadante en una precipitacion separada.

[0143] De manera favorable, la precipitacion y posterior resuspension de Ialp de una
composicion enriquecida permiten la reduccion de volumen antes de ias etapas de
purificacion adicionales, tales como cromatografia o nanofiltracion. En una modalidad, la
composicion de Talp enriquecida se puede purificar adicemdas posteriormente é la extraccidn
de un precipitado de la Fraccion I, Fraccion IV-1, Fraccion 1I+111, o Fraccién [+II+I11, un
precipitado del Precipitado A o Precipitado B Kistler y Nitschmann, o una tofta de filtro de
la Fraccion II+III precipitando lalp fuera de la composicion enriquecida. En ciertas
modalidades, una composicién de lalp enriquecida se puede someter a una pri‘mera etapa de
precipitacién para eliminar al menos una impureza de la composicién, comb se describid
anteriormente, y después a una segunda etapa de precipitacion para precipitar y recuperar
Talp.

[0144] En ciertas modalidades, el método para preparar una composipién de Ialp
enriquecida comprende adicionalmente al menos uno, preferentemente dos, etapas
cromatograficas para enriquecer adicionalmente la pureza de la  composicion.
Generalmente, cualquier método cromatografico se puede emplear para enriquecer
adicionalmente la composicion de lalp extraida de un precipitado de la Fracciﬁn I, Fraccion
IV-1, Fraccién II+111, o Fraccion I+II+1, un precipitado del Precipitado A o Precipitado B
Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion II+1II. En ciertas*l modalidades,
antes del enriquecimiento cromatogréfico, la composicién de lalp extraida se podra someter
a una 0 més etapas adicionales de precipitacion, como se describio anteriormente, para
reducir las impurezas presentes en la composicion, reducir el volumen de la carga para la
etapa cromatografica, y/o intercambiar el amortiguador de la composicion.

[0145] En ciertas modalidades, la etapa cromatografica puede comprender ;:romatograﬁa
de intercambio aniénico (AEC), cromatografia de intercambio catié,nico (CEC),

cromatografia de afinidad a heparina, cromatografia de intercambio hidrofébico (HIC),
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cromatografia con hidroxiapatita (HAP), cromatografia de inmunoafinidad, cromatégrafia
de exclusién por tamafio (es decir, filtracién en gel), u otras etapas cromatogféﬁcas
adecuadas. Las etapas cromatograficas se pueden realizar en cualquier modo discont}inuo 0
columna.

[0146] En una modalidad preferida, el método comprende el uso de cromatografia de
intercambio anidnico y cromatografia de afinidad a heparina.

[0147] En ciertas modalidades, los métodos proporcionados en la presente descripciéﬁ para
la preparacion de una composicion de lalp enriquecida incluird adicionalmente, al menos
uno, preferentemente al menos dbs, con la maxima preferencia al menos tres, etagas de
inactivacién o eliminacién viral. Los ejemplos no limitantes de etapas de inactivacﬁén )
eliminacion viral que se pueden ser emplear con los métodos proporcionados en la presente
descripcién incluyen, tratamiento con detergente solvente (Horowitz y otros, Blood Coagul
Fibrinolysis 1994 (5 Suplemento 3):821-828 y Kreil y otros, Transfusion 2003 (43):1023—
1028, las se incorporan expresamente como referencia en su totalidad para todoé los
propésitos), nanofiltracién (Hamamoto y otros, Vox Sang 1989 (56)230-236 y Yuasa y
otros, J Gen Virol. 1991 (72 (pt 8)):2021-2024, las se incorporan expresamente ¢Omo
referencia en su totalidad para todos los propésitos), incubacion a pH bajo a j;altas
temperaturas (Kempf y otros, Transfusion 1991 (31)423-427 y Louie y otros, Biolog;’cals
1994 (22):13-19), y tratamiento térmico de composiciones liofilizadas de Factdr H
(Piszkiewicz y otros, Thromb Res.. jul.198715;47(2):235-41; Piszkiewicz y otros, Curr Stud
Hematol Blood Transfus. 1989;(56):44-54; Epstein y Fricke, Arch Pathol Lab Med. 1990
marzo;114(3):335-40)

[0148] En una modalidad, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicion de Ialp enriquecida viralmente segura que comprende (i) extraer Ialp de ;‘una
torta de filtro de la Fraccion II+111, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para
precipitar al menos una impureza de la composicién de Ialp, (iii) realizar una segunda ef_apa

de precipitacién para precipitar Jalp de la composicién, y (iv) realizar al menos una etapa
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de inactivacién o eliminacion viral, preparando de ese modo una composicién dé Ialp
enriquecida viralmente segura.

[0149] En otra modalidad, la invencién proporciona un método para preparaﬁ una
composicion de lalp enriquecida viralmente segura que comprende (i) extraer Ialp de un
precipitado de la Fraccion I, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para precéipitar
al menos una impureza de la composicion de lalp, (iii) realizar una segunda etaéa de
precipitacién para precipitar Ialp de la composicién, y (iv) realizar al menos una etapa de
inactivacién o eliminacion viral, preparando de ese modo una composicion de Ialp
enriquecida viralmente segura.

[0150] En otra modalidad, la invencién proporciona un método para preparar una
composicion de Talp enriquecida viralmente segura que comprende (i) extraer Ialp de un
precipitado de la Fraccion II+III, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para
precipitar al menos una impureza de la composicién de lalp, (iii) realizar una segunda etapa
de precipitacion para precipitar lalp de la composicion, y (iv) realizar al menos una e:tapa
de inactivacién o eliminacién viral, preparando de ese modo una composicion de Jalp
enriquecida viralmente segura.

[0151] En otra modalidad, la invencién proporciona un método para preparar una
composicién de Ialp enriquecida viralmente segura que comprende (i) extraer Ialp de un
precipitado de la Fraccion IV-1, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para
precipitar al menos una impureza de la composicion de lalp, (i1i) realizar una segunda et‘;lpa
de precipitacion para precipitar Jalp de la composicion, y (iv) realizar al menos una etépa
de inactivacién o eliminacién viral, preparando de ese modo una composicién de lalp
enriquecida viralmente segura.

[0152] En otra modalidad, la invencién proporciona un método para preparar una
composicion de Ialp enriquecida viralmente segura que comprende (i) extraer Ialp de un
precipitado del Precipitado A, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para
precipitar al menos una impureza de la composicién de lalp, (iii) realizar una segunda etapa

de precipitacién para precipitar lalp de la composicion, y (iv) realizar al menos una etapa
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de inactivacién o eliminacion viral, preparando de ese modo uné composicion de Jalp
enriquecida viralmente segura. | |

[0153] En otra modalidad, la invencién proporciona un método para preparar una
composicion de lalp enriquecida viralmente segura que comprende ti) extraer lalp de un
precipitado del Precipitado B, (ii) realizar una primera etapa de precipitacion para precipitar
al menos una impureza de la composicion de Ialp, (iii) realizar una segunda etapa de
precipitacion para precipitar lalp de la composicion, y (iv) realizar al fpenos una etapa de
inactivacion o eliminacién viral, preparando de ese modo una composicion de lalp
enriquecida viralmente segura.

[0154] En un aspecto, lalp aislada del material de cualquier otra forma desechado por
fraccionamiento de plasma durante la fabricacién de otros productos de la sangre
importantes en el comercio, por ejemplo, un precipitado de la Fraccion 1, Fraccion IV-1, o
Precipitado B o torta de filtro de la Fraccion II+III, se puede enriquecer adicionalmente por
cromatografia con una serie de etapas de elucion que son susceptibles a un proceso de
fabricacion a gran escala. En una modalidad, las resinas de cromatogr"gfia de DEAE-
Sefarosa y Heparina-Sefarosa se usan con un sistema amortiguador adecuad‘p, por ejemplo,
uno que contiene 25 mM de Tris y 5 mM de EDTA (pH 8).

[0155] El enriquecimiento cromatogréfico de una composicion de Ialp se puede modificar
para usar sistemas de amortiguador distintos de Tris/EDTA a pH 8.0. Estos procesos se
pueden adaptar para amortiguadores y soluciones usados comunmente en la fabricaci()n de
productos biofarmacéuticos. Un ejemplo es un esquema de puriﬁcaciéh usando el
amortiguador fosfato a pH 7.0. El pardmetro clave para la purificacion éxitosa es la
manipulacién de la conductividad o fuerza iénica para lograr la separacion dei compuesto
deseado. Si el pH del sistema amortiguador se mantiene a pH 8.0, la conductividad de los
amortiguadores de elucion debe ser compatible con el proceso de purificacion dégcrito aqui.
Si el pH del sistema amortiguador se cambia, algin ajuste de la fuerza i"lc')nica‘seré

necesario que se pueda hacer con técnicas estandar usadas en la optimizacion de procesos

cromatograficos. 0 0’\‘0 0 3 8
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A. Métodos de Fraccionamiento Cromatogrifico y Precipitacién con Alcohol
[0156] En un aspecto, la presente invencion proporciona métodos para la preparacion de
composiciones de Ialp enriquecidas a partir de material desechado de cualquiier otra forma
durante el proceso de fabricacién de un segundo factor de la sangre. En una modalidad
ilustrativa, JTalp se puede recuperar a partir de fracciones generadas por el proceso de
fabricacién de composiciones de IgG derivados de plasma, tales como composiciones IgG
formuladas para administracién intravenosa (es decir, IVIG), subcﬁténeo, y/o
intramuscular. En una segunda modalidad ilustrativa, Ialp se puede recuperar a partir de
fracciones generadas por el proceso de fabricacion de albimina derivada de plasma.
[0157] En una modalidad preferida, se proporciona un método para la preparacion de una
composicion enriquecida de Factor H, el método comprende (i) extraer el Féctor H del
precipitado de la Fraccion I, precipitado de la Fraccion II+III , precipitado de la Fraccion
V-1, precipitado del Precipitado A, precipitado del Precipitado B, suspe@sién de la
Fraccién II+111 | y/o torta de filtro de la Fraccion II+III, (ii) opcionalmente r?alizar una
primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicion de
Talp, (iii) opcionalmente realizar ﬁna segunda etapa de precipitacion para precipitar lalp de
Ja composicion, (iv) opcionalmente, realizar al menos una etapa de cromatografia de
intercambio idnico, (v) opcionalmente realizar al menos una etapa de cromatbgraﬁa de
afinidad a heparina; y (vi) realizar al menos una etapa de inactivacion o eliminacion viral.
[0158] En una modalidad, un método para la preparacion de una composicién de Ialp
enriquecida del material desechado de cualquier otra forma durante un proceso de
fabricacion de IgG o albumina comprende uno o mas de las siguientes etapas.

1. Preparacion de plasma crio-pobre
[0159] En ciertas modalidades, la materia prima usada para la preparé;cién de
composiciones Ialp, Factor H e IgG generalmente consiste de cualquier plasma récuperado
(es decir, plasma que se separd de sangre completa ex vivo) o fuente de plasma (es decir,
plasma recogido a través de plasmaféresis). El proceso de purificacion tipljcamente

comienza con la descongelacién previamente de la mezcla de plasma congelada que ya se -
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ensayd para las consideraciones de seguridad y calidad, aunque se puede ademés usar
plasma fresco. En ciertas modalidades la descongelacion se lleva a cabo tipicamente% a una
temperatura no mayor de, o aproximadamente 6 °C. Después de la descongél;laci()n
completa del plasma congelado a baja temperatura, se realiza la centrifugacion en el frio
(por ejemplo, < 6 °C) para separar los solidos crioprecipitados a partir del sobrenadante
liquido. Como alternativa, la etapa de separacion se puede realizar por filtracion ern lugar
de centrifugacion. El sobrenadante liquido (denominado ademas "plasma crio-pobre”,
después elimina las proteinas insolubles en frio por centrifugacion a partir del plasma
fresco congelado) se procesa después en la siguiente etapa. Diversas etapas adicionéles se
pueden tomar en este punto para el aislamiento de otros factores de coagulaqién e
inhibidores de la sangre, por ejemplo, Actividad de Correccion del Inhibidor de factor
Ocho (FEIBA), complejo del Factor IX, Factor VII, o complejo Antitrombina III.
2. Primera Etapa de Precipitacion - Precipitacién de la Fraccion I

[0160] Después de la preparacion del plasma crio-pobre, la solucion se enfria tipicamé;nte a
o aproximadamente 0 = 1 °C y el pH se ajusta a o aproximadamente entre 7.0 y 7.5,
preferentemente a o aproximadamente entre 7.1 y 7.3, con la maxima prefeqencia
aproximadamente 7.2. En una modalidad preferida, el pH del plasma crio-pobre se ajﬁsta a
un pH de o aproximadamente 7.2.El etanol pre-enfriado se adiciona después, mientras que
el plasma se agita, a una concentracion objetivo de o aproximadamente entre 6% y 10%.
En una modalidad preferida, se adiciona etanol a una concentracion objetivo de o
aproximadamente entre 7% y 9%. En una modalidad mas preferida, se adiciona etanol a
una concentracion objetivo de o aproximadamente 8% (v/v) Al mismo tiempo, la
temperatura se redujo adicionalmente a o aproximadamente entre -4°Cy0°C. Enuna
modalidad preferida, la temperatura se reduce a o aproximadamente -2 °C, para precipitar
los componentes tales como fibrinégeno. Tipicamente, el evento de precipitacién incluira
un tiempo de espera de al menos a o aproximadamente 1 hora, aunque se pueden emplear
ademas tiempos de espera mas cortos o mas largos. Posteriormente, el sobrenadante

(Sobrenadante 1), que contiene idealmente la totalidad del contenido de IgG presente ¢n el
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plasma crio-pobre, se separa después por centrifugacion, filtracion u otro ﬁlétodo adecuado
a partir del precipitado (precipitado de la Fraccion I).

[0161] Tipicamente, la etapa de precipitacion de la Fraccion 1 se realiza fpara eliminar las
impurezas en el proceso de fabricacion de los factores de la sangre deriva;}dos del plasma,
tales como IgG y albumina. De manera favorable, se encontr6 qﬁ;e una fraccion
significativa de Ialp esta presente en este precipitado, que normalmente se desecha durante
el proceso de fabricacion.Como consecuencia, en una modalidad, lalp se extrae del
precipitado de la Fraccion I. Los amortiguadores adecuados y métodos paia la extraccion
de Talp del precipitado de la Fraccion I se proporcionan en la presente descripcion.

[0162] En comparacién con los métodos convencionales empleados como una primera
etapa de fraccionamiento de plasma crio-pobre (Cohn y otros, arriba; Oncley y otros,
arriba), la presente invencion proporciona, en varias modalidades, los métodps que resultan
en rendimientos mejorados de los factores de plasma (por ejemplo, lalp, Factor H, IgG,
albumina, efc.). En una modalidad, el alcohol como precipitante se adiciona de manera
que se dispersa finamente en el punto de adicion o que se dispersa rapidamente el alcohol.
En una modalidad, el alcohol se adiciona por atomizacién. En una segunda“ modalidad, el
alcohol se adiciona desde abajo 6 directamente adyacente a un aparato de agitacion, por
ejemplo, una hélice La adicion de alcohol por cualquiera de estos mecanismos evita la
concentracion local en exceso de alcohol que ocurre, por ejemplo, en el punto de adicion de
fluido y resulta en la desnaturalizacion irreversible de las proteinas y/o preciﬁitacién de las
proteinas que se pueden de cualquier recuperar en el sobrenadante.

[0163] En otra modalidad, uno o mas agente modificador de pH se adiciona de manera que
se dispersa finamente en el punto de adicién o que se dispersa rapidamente el agente
modificador de pH. En una modalidad, el agente modificador de pH se -adiciona por
atomizacion. En una segunda modalidad, el agente modificador de pH se adiciona desde
abajo o directamente adyacente a un aparato de agitacion, por ejemplo, una hélice. En una
tercera modalidad, el agente modificador del pH se adiciona por aspersion ¢1e un agente

modificador del pH sélido sobre un area deslocalizada.
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[0164] En atn otra modalidad, el pH de la solucion se ajusta después de la adicion del
alcohol. En una modalidad relacionada, el pH de la solucion se ajusta durante la adi;cién
del alcohol. En una modalidad, el pH de la solucién se mantiene en el pH deseado dur;ante
la retencion de la precipitacion o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH §le la
solucién. En una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

[0165] En ciertas modalidades, el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre
7.0 y 7.5 después de la adicién del alcohol que precipita. En otras modalidades, el pH de
la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 7.1 y 7.3 después de la adicion del alcohol
como precipitante. En aun otras modalidades, el pH de lé solucién se ajustaia o
aproximadamente 7.0 a o aproximadamente 7.1,7.2,7.3,7.46 7.5 después de la adicion del
alcohol como precipitante. En una modalidad particular, el pH de la solucidn se ajustl'a ao
aproximadamente 7.2 después de la adicién del alcohol como precipitante. Como tajl, en
ciertas modalidades, una cantidad reducida de factor de la sangre se pierde
irreversiblemente durante la primera etapa de precipitacion debido a la desnaturalizacion de
la proteina, en comparacion con una etapa de precipitacion analoga en la que se ajusta el
pH de la solucién antes pero no después de la adicion del alcohol como precipitante. |
[0166] En otras ciertas modalidades, el alcohol como precipitante y/o la solucién usada
para ajustar el pH, se adiciona por atomizacién, en lugar de por adicion de fluido. Como
tal, en ciertas modalidades, una cantidad reducida de factor de la sangre se pierde
irreversiblemente durante la primera etapa de precipitacion debido a la desnaturalizaci?n de
la proteina, en comparacion con una etapa de precipitacion analoga en la que el alcohbl y/o
solucién usada para ajustar el pH se introduce por adicion de fluido.

[0167] En atn otras modalidades, el pH de la solucién se ajusta después de la adicién del
alcohol como precipitante, y por adicién del alcohol como precipitante y/o una solucién
usada para ajustar el pH por atomizacion, en lugar de por adicion de fluido. Elfl una
modalidad particular, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente 7.2 después de la
adicién del alcohol como precipitante, y por adicion del alcohol como precipitante y/o la

solucion usada para ajustar el pH por atomizacion, en lugar de por adicion de fluido.
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3. Segunda Etapa de Precipitacién - Precipitacion de la{ Fraccién II+I1I

[0168] Para enriquecer el contenido y pureza de los factores de la E’sangre importantes
presentes en el sobrenadante de la Fraccion I (por ejemplo, Talp, Factor H, IgG, albumina),
el Sobrenadante de la Fraccion I se somete a una segunda etapa de precii)itacién, que es un
fraccionamiento de la Fraccion II+I11 Cohn-Oncley. Generalmente, el pH de la solucién se
ajusta a un pH de o aproximadamente entre 6.6 y 7.2. En una modalida;d preferida, el pH
de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 6.6 y 6.8. En uné modalidad mas
preferida, el pH de la solucién se ajusta a un pH de o aproximadamente 6.7. El alcohol,
preferentemente etanol, se adiciona después a la solucion mientras que se agita a una
concentracion final de o aproximadamente entre 20% y 25% (v/v) para precipitar Ialp,
Factor H e IgG presentes en la fraccion, mientras que conserva el volumen‘_de albumina en
el sobrenadante. En una modalidad preferida, el alcohol se adiciona a una concentracion
final de o aproximadamente 25% (v/v) para precipitar el Ialp, Factor H, ¢ IgG en la
fraccion.

[0169] De manera favorable, se encontré que mientras que la mayoria de IgG esta presente
en el precipitado de la Fraccion II+11], la albimina no se precipita bajo estas condiciones.
Como consecuencia, el precipitado de la Fraccién II+III se puede procesar para la
fabricacion de gamma globulinas IgG, mientras que el sobrenadante se puede‘a‘ utilizar en la
fabricacion de albimina. Dado que el contenido restante en €l plasma de IaIp.:‘se distribuye
entre el precipitado y sobrenadante de la Fraccion II+111, el proceso de puriﬁcécién de lalp
diverge en esta etapa. En la primera via (en la presente descripcion denominada como la
via IgG) el precipitado de la Fraccion II+III se procesa tal que lalp se puede.‘recuperar a
partir de la suspensién de la Fraccion II+1I1 y/o la torta de filtro de la Fraccion II +1II. La
segunda via (en la presente descripcion denominada como la via de albimina) implica el
procesamiento del sobrenadante de la Fraccion II+1II y permite la recuperacion 'de Talp del
precipitado de la Fraccion IV-1.

[0170] Antes de o concomitante con la adicion de alcohol al sobrenadante de la Fraccién I

la solucion se enfria adicionalmente a o aproximadamente entre -5 °C yO% ‘(’)CU 4E£1 una
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modalidad preferida, la solucion se enfria a una temperatura de o aﬁ;oximadamente -7 °C.
Después de la terminacion de la adicion del alcohol, el pH de E-ila solucién se ajusta
inmediatamente a o aproximadamente entre 6.6 y 7.2. En una modalll_idad preferida, el pH
de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre 6.6 y 6.8. En una 1_modalidad preferida,
el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente 6.9. Tipicaﬁlente, el evento de
precipitacién incluira un tiempo de espera de al menos a o aproximadamente 10 horas,
aunque se pueden emplear ademas tiempos de espera mas cortos o mas largos.
Posteriormente, el precipitado (Fraccion II+III), que contiene una gran fraccion del
contenido Ialp, y la mayoria del contenido de Factor H e IgG, del plasma crio-pobre, se
separa a partir del sobrenadante por centrifugacion, filtracion o cualquier otro método
adecuado y recogido. En comparacién con los métodos convencionales empleados como
una segunda etapa de fraccionamiento de plasma crio-pobre (Cohn y otros, arriba; Oncley
y otros, , arriba), la presente invencion proporciona, en varias modalidades, métodos que
resultan en rendimientos mejorados de factores de la sangre en el precipitado modificado de
la Fraccién IT+I1I .

[0171] En comparacién con los métodos convencionales empleados como una
segunda etapa de fraccionamiento de plasma crio-pobre (Cohn y otros, arriba; Oncley y
otros, arriba), la presente invencién proporciona, en varias modalidades, métodos que
resultan en rendimientos mejorados de factores de la san‘gre en el precipitado de la Fraccion
[I+]II. En una modalidad, el alcohol como precipitante se adiciona de manera que se
dispersa finamente el alcohol en el punto de adicion o que se dispersa rapidamente el
alcohol. En una modalidad, el alcohol se adiciona por atomizacién. En ﬁna segunda
modalidad, él alcohol se adiciona desde abajo o directamente adyacente a un aparato de
agitacion, por ejemplo, una hélice.v

[0172] En otra modalidad, uno o mas agente modificador de pH se adiciona de manera que
se dispersa finamente en el punto de adicion o que se dispersa rapidamente el agente
modificador de pH. En una modalidad, el agente modificador de pH se adiciona por

atomizacion. En una segunda modalidad, el agente modificador de pH se adiciona desde
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abajo o directamente adyacente a un aparato de agitacién, por ejemplo, ﬁna hélice. En una
tercera modalidad, el agente modificador del pH se adiciona roéiando un agente
modificador del pH sélido sobre un area deslocalizada.

[0173] En atn otra modalidad, el pH de la solucién se ajusta después ‘]de la adfcién del
alcohol. En una modalidad relacionada, el pH de la solucién se ajusta durante la adicioén
del alcohol. En una modalidad, el pH de la solucion se mantiene en el pH deseado durante
la retencion de la precipitacion o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH de la
solucién. En una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

[0174] En una modalidad, la temperatura de la etapa de precipitacion de la Fraccion I1+I11
es a o aproximadamente entre -7 °C y -9°C. En una modalidad .‘-‘relacionada, la
concentracién de alcohol (por ejemplo, etanol) usado en la etapa de pref;ipitaci(')n de la
Fraccion II+I11  es a o aproximadamente 25% (v/v) y la tempetatura es a o
aproximadamente entre -7 °C y -9 °C.En comparacién, tanto Cohn y otros como Oncley y
otros realizan la precipitacion a -5.°C y Oncley y otfros usan alcohol al 20% }para reducir el
nivel de contaminantes en el precipitado. De manera favorable, los métodos
proporcionados en la presente descripcion permiten el rendimiento maximo de Ialp, Factor
H, y/o IgG sin altos niveles de contaminacion en el producto final.

[0175] En otra modalidad, la etapa de precipitacion se realiza a una temperatura de o
aproximadamente entre -7 °C y -9 °C. En una modalidad, la etapa de precipitacién se
realiza a una temperatura de o aproximadamente -7 °C. En otra modalidad‘:_, la etapa de
precipitacion se realiza a una temperatura de o aproximadamente -8°C. En otr:;; modalidad,
la etapa de precipitacion se realiza a una temperatura de o aproximadamente -9°C.

[0176] En ciertas modalidades, la concentracion de alcohol de la etapa de precipitacion es
entre a o aproximadamente 20% y a o aproximadamente 30%, preferentemente entre a o
aproximadamente 23% y a o aproximadamente 27%. En una modalidad preferida, la
concentracion de alcohol es entre a o aproximadamente 24% y a o aproximadaxﬁente 26%.
En otra modalidad preferida, la concentracién de alcohol es a o aproximadamente 25%.

En otras modalidades, la concentracion de alcohol puede ser a o aproximadaménte 20%,
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21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29% o 30%. En una modhlidad particular,
la segunda etapa de precipitacion se realiza a una temperatura de o aproxiﬁlqadamente -7°C
con una concentracion de alcohol de o aproximadamente 25%. En url';a modalidad, el
alcohol es etanol.

[0177] Se descubri6 que cuando el pH de la solucion se ajusta- a un pH de
aproximadamente 6.9 antes de la adicién del alcohol como precipitanﬁe, el pH de la
solucién cambia de 6.9 a entre aproximadamente 7.4 y aproximadamente 7.7, en parte
debido a la precipitacion de proteinas. Como el pH de la solucion cambia lejos a partir de
6.9, la precipitacion de IgG se vuelve menos favorable y la precipitacion de ciertos
contaminantes se vuelve mas favorable. De manera favorable, los inventores encontraron
que ajustando el pH de la solucion después de la adicion del alcohol como precipitante, se
recupera esos porcentajes mayores de IgG en el precipitado de la Fraccién I + III. En una
modalidad, el pH de la solucién se mantiene en el pH deseado durante la fetencién de la
precipitacién o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH de la solucion. En
una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

[0178] En ciertas modalidades, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre
6.6 y 7.2 inmediatamente después de o durante la adicion del alcohol como precipitante.
En otra modalidad, el pH de la solucién se mantiene a o aproximadamente éntre 66y7.2
continuamente durante el periodo de incubacion de precipitacion. En otras modalidades, el
pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 6.8 y 7.0 inmediatamente después o
durante la adicién del alcohol como precipitante, o a un pH de o aproximadarﬁente 6.7, 6.8,
6.9, 7.0 0 7.1 inmediatamente después o durante la adicion del alcohol comq precipitante.
En una modalidad particular, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente 6.9
inmediatamente después de o durante la adicién del alcohol como precipitante. En ciertas
modalidades, el pH de la solucion se mantiene a o aproximadamente entre 6.8y 7.0
continuamente durante el periodo de incubacion de la precipitacion, o a un pH de o

aproximadamente 6.9 continuamente durante el periodo de incubacion de precipitacion. En
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otra modalidad, tanto el alcohol precipitante como la solucion usada para ajustar el pH se
adicionan por atomizacion, en lugar de por adicion de fluido.

[0179] En otra modalidad, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 6.7 y
7.1,0a aproximadamen;ce 6.9, durante o inmediatamente después de la adicién del alcohol
como precipitante por adicién de aerosol de cualquiera o ambos agente modificador del pH
y alcohol. En una modalidad, el pH de la solucion se mantiene a o aproximadamente entre
6.7 y 7.1, a o aproximadamente 6v.9, ajustando continuamente el pH durante el periodo de
incubacién de la precipitacion por adicién de alcohol como precipitante y/o la solucion
usada para ajustar el pH por atomizacién, en lugar de por adicion de fluido. En otra
modalidad particular, la etapa de precipitacion se realiza a una temperatura a o
aproximadamente entre -7 °C y -9 °C, a o aproximadamente -7 °C con una concentracion de
alcohol de o aproximadamente entre 23% y 27%, o a aproximadamente 25%. En una
modalidad, la precipitacién se realiza a una temperatura de o aproximadamente -7 °C con a
o aproximadamente 25% de etanol adicionado por atomizacion, en donde ¢l pH de la
solucion se ajusta a o aproximédamente 6.9 después de la adiciéon del alcohol como
precipitante.  En ain otra modalidad, el pH de la solucién se mantiene a o
aproximadamente 6.9 de la totalidad del tiempo de retencion o incubacién de la
precipitacion.

4. La via IgG
a)  Extraccion del Precipitado de la Fraccion II+III

[0180] Para solubilizar el contenido de Ialp, Factor H e IgG del precipitado de la Fraccién
II+I1I, un amortiguador de extraccién frio se usa para resuspender el precipitado del
Fraccionamiento II+111 en una relacién tipica de o aproximadamente 1 parte del precipitado
a 15 partes del amortiguador de extraccién. En otro aspecto, un amotiguador de extraccién
en frio se usa para resuspender el precipitado del Fraccionamiento II+III en una relacién
tipica de o aproximadamente 1 parte del precipitado a 20 partes del amortiguador de
extraccion. Otras relaciones adecuadas de resuspension se pueden usar, por ejemplo en un

intervalo de o aproximadamente entre 1:4 y 1:40, a o aproximadamente entre 1:8-1:30, 0 a
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aproximadamente 1:10 y 1:20, a o aproximadamente 1:12 y 1:18, a o :aproximadamente
entre 1:13 y 1:17, a o aproximadamente 1:14 y 1:16. En ciertas modalidaﬂes, la relacion de
resuspension puede ser de o aproximadamente 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1.8, 1:9,1:1:10, 1:11, 1:12,
1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25,11:26, 1:27, 1:28,
1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:38, 1:39, 1:40, ol]_mayor. En una
modalidad preferida, la pasta de la Fraccion II+III se resuspende a o aproximadamente una
relacion de 1 parte del precipitado a 15 partes de amortiguador de extraccion. En otra
modalidad preferida, la pasta de la Fraccion II+I1I se resuspende a o aproximadamente una
relacién de 1 parte a 20 partes del amortiguador de extraccion.

[0181] Las soluciones adecuadas para la extraccion del precipitado II+1II  tendrd
generalmente un pH a o aproximadamente entre 4.0 y 5.5. En ciertas modalidades, la
solucién tendrd un pH a o aproximadamente entre 4.3 y 4.7, en otras rﬁodalidades, la
solucién de extraccion tendran un pH de o aproximadamente 4.0, 4.1, 4.2, 43,44,45,4.6,
47, 48, 49, 5.0, 5.1, 52, 53, 54, 0 5.5. En una modalidad prefericia, el pH del
amortiguador de extraccion estard a o aproximadamente 4.3. En otra modalidad preferida,
el pH del amortiguador de extraccion estara a o aproximadamente 4.5. En otra modalidad
preferida, el pH del amortiguador de extraccion estara a o aproximadamente 4.7.
Generalmente, estos requisitos de pH se pueden cumplir usando un agente amortiguador
seleccionado a partir de, por ejemplo , acetato, citrato, fosfato monobasico, fosfato
dibasico, mezclas de estos, y similares Las concentraciones de amortiguadc%r adecuadas
tipicamente oscilan a partir de aproximadamente 2.5 a aproximadamente 100 mM, o a
partir de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente: 2.5, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 6 100 mM del agente
amortiguador.

[0182] El amortiguador de extraccién preferentemente tendra una conductividad de o
aproximadamente entre 0.5 mS-cm-1y 2.0 mS-cm-1. Por ejemplo, en ciertas modalidades,
la conductividad del amoﬁiguador de extraccion estara a o aproximadamente 0.5 mS * cm-

"1, a 0 aproximadamente 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 18,19, a0
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aproximadamente 2.0 mS-cm-1. El experto en la técnica sabra como generar
amortiguadores de extraccion que tienen una conductividad adecuada.

[0183] En una modalidad particular, un amortiguador de extraccion ejemplar ipuede
contener, a o aproximadamenté 5 mM de fosfato so6dico monobasico ¥y a o
aproximadamente 5 mM de acetato a un pH de o aproximadamente 4.5 * 02 vy la
conductividad de o aproximadamente 0.7 a 0.9 mS/cm.

[0184] Generalmente, la extraccion se realiza a o aproximadamente entre 0 °C y 20 °C,
preferentemente a o aproximadafnente entre 2 °C y 8 °C. En ciertas modalidades, la
extraccion se puede realizar a o aproximadamente 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C,
8°C, 9°C, 10°C, 11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, 6 20°C. En una
modalidad particular, la extraccién se realiza a o aproximadamente entre 2 °C y 10 °C.
Tipicamente, el proceso de extraccion se realiza bajo agitacion continua hasta que todos los
componentes solubles de la pasta II+1IT se llevan a solucion. En ciertas modalidlades, la
extraccion procedera durante o aproximadamente entre 60 y 300 minutos, o durante o entre
120 y 240 min, o durante, o aproximadamente entre 150 y 210 minutos, mientras que la
suspension se agita continuamente. En ciertas modalidades, el proceso de ex!traccién
procedera durante, o aproximadamente 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160,
170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 0 a aproximadamé:nte 300
minutos En una modalidad preferida, el proceso de extraccion procedera durante eil menos
60 minutos con agitacion continua.

[0185] En una modalidad, el amortiguador de extraccién contendra a o aproximadémente 5
mM de fosfato sédico monobasico, 5 mM de acetato , y 0.051% a 0.06% de acido acético
glacial (v/v). En una modalidad preferida, el precipitado de la Fraccion II+III se e;(trae con
una relacién de pasta al amortiguador de o aproximadamente 1:15 a un pH de o
aproximadamente 4.5 = 0.2. |

[0186] En una modalidad, e! pH de la solucién se mantiene durante la duracién dei proceso

de extraccién. En una modalidad, el pH de la solucion se mantiene a o aproximadamente

entre 4.1 y 4.9 por la duracion del proceso de extraccion En una modalidad prefer%da, el pH
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de la solucién se mantiene a o aproximadamente entre 4.2 y 4.8 por la duraciénidel proceso
de extraccion. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se mantiene a o
aproximadamente entre 4.3 y 4.7 por la duracién del proceso de extracciéfl. En otra
modalidad preferida, el pH de la solucién se mantiene a o aproximadamente ent?re 44y4.6
por la duracién del proceso de extraccion. En aun otra forma de modalidad preferida, el pH
de la solucién se mantiene a o aproximadamente 4.5 por la duracion del .\proceso de
extraccion.

b) Pretratamiento y Recuperacion de Ialp de la Suspensién

de la Fraccion II+I11

[0187] De manera favorable, se encontré que el pretratamiento del precipitado solubilizado
de la Fraccion II+III con didxido de silicio (SiO;) finamente dividi‘do reduce
significativamente las impurezas, tales como lipidos, fibrinégeno, actividad émidoh’tica,
actividad precalicreina, y lipoproteinas, a partir del proceso de fabricacion de IgG. De
forma inesperada, los inventores encontraron que la mayoria de lalp encontrado en la
suspension de la Fraccion II+11I se introduce en la torta de filtro de la Fraccién.\II+III Por
ejemplo, el Ejemplo 1 demuestra que Ial y Pal se pueden detectar en el precipitado de la
Fraccion 11+111 y torta de filtro, pero estd ausente en la suspension clarificada de ia Fraccion
II+I11 después del tratamiento con diéxido de silicio (Figura 3). Ademas, el Ejemplo 2
demuestra que Jalp no se pierde irreversiblemente después del tratamiento con diéxido de
silicio y se puede extraer a partir de la torta de filtro de la Fraccion II+1I1.
[0188] Como consecuencia, en una modalidad, lalp se extrae de una torta de filtro de la
Fraccién II+111 después de un tratamiento de la suspension de la Fraccion II+III con el
diéxido de silicio finamente dividido (por ejemplo, Aerosil®).
[0189] En ciertas modalidades, el precipitado de la Fraccion II+III que se extréjo con un
amortiguador de disolucién adecuado se trataré con a o aproximadamente entre 5 mgy 100
mg de diéxido de silicio ﬁnameﬁte dividido por gramo del precipitado suspeﬁdido de la
Fraccién II+111. En una modalidad preferida, la suspension de la Fraccion [I+111 se tratd

con a o aproximadamente entre 20 mg y 80 mg de dioxido de silicio finamente dividido por
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gramo de precipitado suspendido de la Fraccion II+III. En una modalidad méé preferida, la
suspension de la Fraccién I1+111 se tratd con a o aproximadamente entre 40 ml‘;g y 60 mg de
diéxido de silicio finamente dividido por gramo del precipitado suspendido d.ie la Fraccién
II+I11. En otra modalidad preferida, la suspension de la Fraccion II+]1II se trétaré con a o
aproximadamente 50 mg de dioxido de silicio finamente dividido por gramo d%: precipitado
suspendido de la Fraccién II+1I1. En ciertas modalidades, el dioxido de silic"_io finamente
dividido se adiciona a una concentracién de o aproximadamente entre 20 g/kg de pasta
114111 y 100 g/kg de pasta II+111 (es decir, por un precipitado de la Fraccion iI+III que se
extrae en una relacion de 1:15, diéxido de silicio finamente dividido se debe. adicionar a
una concentracion a o aproximadamente entre 20 g/16 kg de la suspension I+ y 100
g/16 kg de la suspension II+111, o a una concentracion final a o aproximadamente entre
0.125% (p/p) y 0.625 % (p/p)). En ciertas modalidades, el dioxido de silicio finamente
dividido se puede adicionar a una concentracion de o aproximadamente 5 g/kg de la pasta
II+11I a o aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 0 100 g/kg de la pasta II+IIl. En una modalidad especifica, el di()xidé de silicio
finamente dividido se adiciona a la suspension de la Fraccion II+III a una concentracion
final de o aproximadamente 40 g/16 kg de la suspension II+III. En una modalidad
preferida, el dioxido de silicio finamente dividido usado es Aerosil® 380 o un gquivalente
de este.

[0190] Generalmente, el tratamiento con diéxido de silicio finamente dividido se ';realiza.ré a
una temperatura a o aproximadamente entre 0 °C y 20 °C, preferentemente a o
aproximadamente entre 2 °C y 8 °C. En ciertas modalidades, el tratamiepto puede
realizarse a o aproximadamente 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, 10°C,
11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, o 20°C. Tipicamente, la
suspension de la Fraccion II+11I se podra agitar con diéxido de silicio finament¢ dividido
durante al menos 15 minutos. En ciertas modalidades, la suspension de la Fraccion II+1II
se agitara con didxido de silicio finamente dividido durante al menos 10, 15, 20, 3@, 40, 50,

60, 70, 80, 90, 100, 110 minutos, o al menos 1, 2, 3, 4, 5 horas, 6, 0 mas horas; En una
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modalidad preferida, la suspension de la Fraccion II+III se agitara con dioxido de s;,ilicio
finamente dividido durante o aproximadamente entre 30 y 60 minutos. En otra modaﬁlidad
preferida, la suspension de la Fraccion II+11I se agitara con didxido de silicio ﬁnarﬁente
dividido durante al menos 30 minutos.

[0191] En ciertas modalidades, el auxiliar de filtro, por ejemplo, Celpure C300 (Celpu'__re) 0
Hyflo-Cena-Cel (World Minerals), se podra adicionar para facilitar la ﬁltraciéﬁ en
profundidad. El auxiliar de filtro se puede adicionar a una concentracion ﬁnail de
aproximadamente 0.1 kg/kg del precipitado de la Fraccion II+IIT a aproximadamenté 0.7
kg/kg del precipitado de la Fraccion 1I+111, o aproximadamente 0.2 kg/kg del precipitado de
la Fraccién II+111 a aproximadamente 0.6 kg/kg del precipitado de la Fraccién II+1IL, o de
aproximadamente 0.3 kg/kg del precipitado de la Fraccion II+11T a aproximadamentq 0.5
kg/kg del precipitado de la Fraccion II+1II. En ciertas modalidades, el auxiliar de filtro se
podra adicionar a una concentracion final de aproximadamente 0.1 kg/kg del precipﬂado
de la Fraccion 1I+111, o aproximadamente 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 6 0.7 kg/kg del precipitado
de la Fraccion H-+IL

[0192] Para eliminar la fraccién adsorbida y no solubilizada del precipitado de la Fracdion
II+111 (es decir, la torta de filtro de la Fraccion II+IIT) después del tratamiento con diéxido
de silicio, la suspensién se filtra, tipicamente usando filtracion en profundidad. Los filtros
de profundidad que se pueden emplear en los métodos proporcionados en la presente
descripcion incluyen, filtros de profundidad metalico de vidrio, cerdmica, organico (tales
como tierra de diatomeas), y similares. Ejemplos de filtros adecuados incluyen, “sin
limitarse a, filtros Cuno 50SA, 9QSA Cuno, y Cuno VRO06 (Cuno). Como alternativa, la
etapa de separacion se puede realizar por centrifugacion en lugar de filtracion.  En una
modalidad preferida, el diéxido de silicio finamente dividido de la suspension de la palgsta
tratada de la Fraccion II+111 se filtra a través de un filtro de profundidad situado en un papel

de filtro.

000053



10

15

20

25

53

S. La Via de la Albumina
a) Ter;cera Etapa de Precipitacién - Precipitacion de la
Fraccion IV-1

[0193] Para recuperar lalp del sobrenadante de la Fraccién II+IIL, la solucién se enfiia
tipicamente a o  aproximadamente entre -1 °C y -9 ° C, se ajustajj el pH a o
aproximadamente entre 5.0 y 5.5, y la concentracién de alcohol se ajusta a o
aproximadamente entre 18% y 25% (v/v). La solucién se mantiene después a o
aproximadamente entre -1 °C y -9 °C durante al menos a o aproximadamente 4 horas para
permitir la precipitacién completa. En una modalidad preferida, la temperatura de la
solucién se mantiene a o aproximadamente entre de -3 °C y -7 °C para la totalidad de la
precipitacién. En otra modalidad preferida, el pH de la solucion se ajusta a o
aproximadamente entre 5.2 y 5.3. En aln otra modalidad preferida, la concentracion de
alcohol se ajusta a o aproximadamente 20% =+ 1% (v/v). En una modalidad preferida, se
deja que ocurra la precipitacion durante al menos a o aproximadamente 8 horas.
[0194] En una modalidad, un precipitado de la Fraccion IV-1 se forma enfriando la
solucién a o aproximadamente entre -3 °C y -7 °C, ajustando el pH de la solucion a o
aproximadamente entre 5.2 y 5.3, ajustando la concentracién de alcohol a o
aproximadamente 20% = 1%, y manteniendo la temperatura de la solucibn durante al
menos a o aproximadamente 8 horas.
[0195] El sobrenadante y precipitado de la Fraccion IV-1 se separan después por un
método adecuado, tal como centrifugacion o filtracién. En una modalidad preferida, la
temperatura del sobrenadante de la Fraccion IV-1 se mantiene a o aproximadamente entre -
] ° Cy -7 °C durante el proceso de separaciéon. Cuando la filtracion se usa para separar el
precipitado y sobrenadante, se adiciona preferentemente antes de la filtracion el auxiliar de
la filtracion (por ejemplo, Celpure 300, Celite 501, Celite 505, o el auxiliar eqhivalente).
[0196] En comparacion con los métodos convencionales para formar un pre;cipitado de la
Fraccion VI-1 (Cohn y otros, arriba), la presente invencion proporciona, en varias

modalidades, métodos que resultan en rendimientos mejorados de factor de la sangre. En
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una modalidad, el alcohol como precipitante se adiciona de manera que se dispersa
finamente el alcohol en el punto de adicion o que se dispersa rapidamente el alcohél. En
una modalidad, el alcohol se adiciona por atomizacién. En una segunda modali;iad, el
alcohol ée adiciona desde abajo o directamente adyacente a un aparato de agitaci(j')n, por
ejemplo, una hélice.

[0197] En otra modalidad, uno o mas agente modificador de pH se adiciona de manera que
se dispersa finamente en el punto de adicién o que se dispersa rdpidamente el agente
modificador de pH. En una modalidad, el agente modificador de pH se adiciona por
atomizacion. En una segunda modalidad, el agente modificador de pH se adiciona desde
abajo o directamente adyacente a un aparato de agitacion, por ejemplo, una hélice. En una
tercera modalidad, el agente modificador del pH se adiciona rociando un agente
modificador del pH sélido sobre un 4rea deslocalizada.

[0198] En aun otra modalidad, tanto el alcohol como precipitante como la solucién usada
para ajustar el pH se adicionan en una forma que se dispersa finamente en el ﬁunto de
adicién o que se dispersa rapidamente el agente modificador del pH. En una m(;)dalidad,
tanto el alcohol como precipitante como la solucion usada para ajustar el pH se adicionan
por atomizacion en lugar de por adicién de fluido

[0199] En aun otra modalidad, el pH de la solucién se ajusta después de la ad;icién del
alcohol. En una modalidad relacionada, el pH de la solucion se ajusta durante la adicion
del alcohol. En una modalidad, el pH de la solucion se mantiene en el pH deseado durante
la retencién de la precipitacién o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH de la
solucién. En una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

[0200] En ciertas modalidades, el pH de la solucion a, o aproximadamente entre 5.2 'y 5.3
inmediatamente después o durante el ajuste de la concentracion del alcohol como
precipitante. En otra modalidad, la mejora del proceso se realiza manteniendo e;l pH de la
solucién a o aproximadamente entre 5.2 y 5.3 continuamente durante el périodo de
incubacién de precipitacién. En otras modalidades, el pH de la solucion se ajusta a 0

aproximadamente entre 5.2 y 5.3 inmediatamente después de o durante el ajuste de la
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concentracion de alcohol como precipitante, o a un pH de o aproximadamente, . 4.5, 4.6,
47, 4.8, 409, 5.0,5.1,52,53,54,55,5.6,57,58, 5.9, 6.0 o mayor inmediatamente
después o durante el ajuste de la concentracion de alcohol como precipitante. En una
modalidad particular, el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre 5.2 y 5.3
inmediatamente después o durante el ajuste de la concentracion del alcohol como
precipitante. En ciertas modalidades, el pH de la solucion se mantiene continuamente a o
aproximadamente entre 5.2 y 5.3 .durante el ajuste de la concentracion del alcohol como
precipitante. En una modalidad, el pH de la solucién se mantiene en el pH deseado durante
la retencion de la precipitacion o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH de la
solucion. En una modalidad, el alcohol es etanol.

b) Via Alternativa de Albumina - Precipitacién de la

Fraccion I+1I+111

[0201] Como alternativa, un precipitado de la Fraccion IV-1 se puede formar a partir de
una fraccién de plasma diferente, por ejemplo un sobrenadante de la Fraccion [+II+IIL
Tipicamente, la precipitacién de la Fraccion I+II+1II se realiza ajustando el pH de una
fraccion de plasma crio-pobre a o aproximadamente entre 6.5 y 7.5, ajustando la
temperatura de la fraccion a o aproximadamente entre -1 °C 'y -9 °C, y adicionando alcohol
a una concentracién final de o aproximadamente entre 15% y 25% (v/v). En una
modalidad preferida, el pH de la fraccion de plasma crio-pobre se ajusta a o
aproximadamente entre 6.7 y 7.1, o a 6.9 £ 0.2. En otra modalidad preferida, la
temperatura de la fraccion de plasma se ajusta a o aproximadamente entre -3°C y“ -7 °C.
En atn otra modalidad preferida, el alcohol (preferentemente etanol) se adiciona a una
concentracion final de o aproximadamente entre 20% y 25% (v/v). En una modalidad
particular, el alcohol se adiciona a una concentracion final de o aproximadament?: 20%
(v/v). En una modalidad, se deja que ocurra la precipitacién, mientras que la solucion se
mezcla, durante al menos a o aproximadamente 2 horas, o al menos a o aproximadamente
4, 6, 8, 10, o 12 horas. En una modalidad preferida, la solucion se mezcla duraﬂte ao

aproximadamente 2 horas, el pH de la solucion se chequea y ajusta, si es necesario, y se
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deja que ocurra la precipitacion durante al menos a o aproximadamente 10 horas después
del ajuste del pH.

[0202] En una modalidad preferida, una precipitaciéon de la Fraccion I+II+TI1 sé realiza
ajustando el pH de una fraccion de plasma crio-pobre a o aproximadamente entre 6.1‘7 y7.1,
ajustando la temperatura de la fraccion a o aproximadamente entre -3°C y -I7°C, y
adicionando alcohol a una concentracion final de o aproximadamente entre 20%1_ y 25%
(v/v).

[0203] El sobrenadante y precipitado de la Fraccién I+II+III se separan después’por un
método adecuado, tal como centrifugacion o filtracion. Cuando la filtracion se usa para
separar el precipitado y sobrenadante, se adiciona preferentemente antes de la filtracion el
auxiliar de la filtracién (por ejemplo, Celpure 300, Celite 501, Celite 505, o éuxiliar
equivalente). El sobrenadante recuperado de la Fraccion I+II+1II se procesa después para
recuperar Ialp, por ejemplo, por la precipitacion de la Fraccion IV-1.

[0204] En comparacién con los métodos convencionales para formar un precipitado de la
Fraccién I+1I+1I] (Newman y otros, J Biol Chem. (1955) noviembre;217(1):31-41), la
presente invencién proporciona, en varias modalidades, los métodos que resultan en la
mejora de los rendimientos de factor de la sangre. En una modalidad, el alcohol' como
precipitante se adiciona de manera que se dispersa finamente el alcohol en el punto de
adicion o que se dispersa rapidamente el alcohol. En una modalidad, el alcohol se adiciona
por atomizacion. En una segunda modalidad, el alcohol se adiciona desde aBajo 0
directamente adyacente a un aparato de agitacion, por ejemplo, una hélice.

[0205] En otra modalidad, uno o rﬁés agentes modificadores de pH se adicionan de manera
que el agente modificador de pH se disperse finamente o se disperse rapidamente . en el
punto de adicién. En una modalidad, el agente modificador de pH se adicion? por
atomizacién. En una segunda modalidad, el agente modificador de pH se adiciona desde
abajo o directamente adyacente a ﬁn aparato de agitacion, por ejemplo, una hélice. Ep una
tercera modalidad, el agente modificador del pH se adiciona rociando un agente

modificador del pH sélido sobre un area deslocalizada.
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[0206] En atn otra modalidad, tanto el alcohol como precipitante como la solucion usada
para ajustar el pH se adicionan en una forma que el agente modificador del pH se d?sperse
finamente o se disperse rapidamente en el punto de adicién. En una modalidad, tanto el
alcohol como precipitante como la solucion usada para ajustar el pH se adicionan por
atomizacion en lugar de por adicion de fluido

[0207] En atn otra modalidad, el pH de la solucién se ajusta después de la adicion del
alcohol. En una modalidad relacionada, el pH de la solucion se ajusta durante la adicion
del alcohol. En una modalidad, el pH de la solucién se mantiene en el pH deseado durante
la retencion de la precipitacién o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH dela
solucion. En una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

[0208] En ciertas modalidades, el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre
6.5y 7.5 después de la adicién del alcohol como precipitante. En otras modalidades, el pH
de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 6.7 y 7.1 después de la adicion del
alcohol como precipitante. En aun otras modalidades, el pH de la solucion se ajusta a o
aproximadamente 6.5 o a aproximadamente 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 7.0, 7.1, 72,73,74075
después de la adicién del alcohol como precipitante. En una modalidad particular, el IpH de
la solucién se ajusta a o aproximadamente 6.9 después de la adicién del alcohol.como
precipitante. Como tal, en ciertas modalidades, una cantidad reducida de factor' de la
sangre se pierde irreversiblemente en la fraccién precipitada debido a la desnaturaliiacién
de la proteina, en comparacién con una etapa de precipitacion anéloga en la que se ajusta el
pH de la solucién antes pero no después de la adicién del alcohol como precipitante. En
una modalidad, el pH de la solucién se mantiene en el pH deseado durante la retencion de
la precipitacién o tiempo de incubacion ajustando continuamente el pH de la solucion. En
una modalidad preferida, el alcohol es etanol.

6. Extraccion de Ialp

[0209] La Ialp se puede extraer de precipitados adecuados del fraccionamiento de plasma
tales como los precipitados de la Fraccion I, Fraccion II+III y Fraccion IV-1 descritos

anteriormente, precipitados de los Precipitado A y Precipitado B Kistler y Nischmann, o
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una torta de filtro de la Fraccion II+11I por la adicién de un amortigua;lor de extraccion
Ialp, que se puede usar para resuspender el precipitado o torta de filtro a 1una relaciéon de o
aproximadamente entre 1:1 y 1:40 (parte de precipitado a partes del aamortiguador de
extraccion). En una modalidad preferida, lalp se puede extraer por ]Ia adiciéon de un
amortiguador de extraccion en una relacion de o aproximadamente 1:20-1 :30. Por ejemplo,
en una modalidad preferida, lalp se extrae por adicion de un amortiguador de extraccion en
una relacién de o aproximadamehte 1:20. En una segunda modalidad prl}eferida, Talp se
extrae por adicion de un amortiguador de extraccion en una relacion de o apfoximadmnente
1:25. En aun una tercera modalidad preferida lalp se extrae por adicién de un amortiguador
de extraccion en una relacion de o aproximadamente 1:30. Se pueden usar otras relaciones
de resuspension adecuadas, por ejémplo de o aproximadamente 1:1,0 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6,
1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22,
1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:28,
1:39, 1:40, o mayor.

[0210] En una modalidad, Talp se puede extraer de un precipitado o térta de filtro
resuspendiendo el precipitado o torta de filtro en el amortiguador de extraccioh. En ciertas
modalidades, el precipitado o torta de filtro se resuspende en un volumen de émortiguador
de extraccion, por ejemplo a o aproximadamente 1:25 o a aproximadamente 1:30, y la
suspension se agita durante una ldngitud de tiempo suficiente para solubilizar el contenido
de Ialp del precipitado o torta de filtro.

[0211] En otra modalidad, lalp se puede extraer de un precipitado o torta de filtro
recirculando un amortiguador de extraccién lalp a través de un precipitado o torta de filtro
o sedimento. En una modalidad preferida, donde se separa un precipitado o torta de filtro
de un sobrenadante por filtracion en un papel de filtro, el amortiguador de extraccion se
recircula a través del papel de filtro durante un tiempo suficiente para extraer“ laIalp a
partir del precipitado.

[0212] Por ejemplo, en una modalidad, el amortiguador de extraccion lalp se usa ya sea

para resuspender o recircular a través de un precipitado de la Fraccion I (por ejemplo, una
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torta de filtro de la Fraccion I o sedimento de centrifugacion) en una proporcion de 1 parte
de precipitado a 30 partes de amortiguador de extraccion. Se pueden usar otras relaciones
de resuspension adecuadas, por ejemplo de aproximadamente 1:1, o 1:2, 1.3, 1;:4, 1:5, 1:6,
1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20,: 1:21, 1:22,
1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28,1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36; 1:37, 1:28,
1:39, 1:40, y similares. En una modalidad preferida, la torta del filtro de la Fraccion I
permanecera en el papel de filtro usado para filtrar el precipitado a partir del szrenadante
durante el proceso de extraccion.

[0213] En otra modalidad, el amortiguador de extraccion lalp se usa ya sea para
resuspender o recircular a través de un precipitado de la Fraccion II+1II (por ejemplo, una
torta de filtro del precipitado de la Fraccién II+1II o sedimento de centrifugacién) en una
relacion de 1 parte del precipitado a 30 partes del amortiguador de extraccion. - Se pueden
usar otras relaciones de resuspension adecuadas, por ejemplo de aproximadarﬁente 1:1, 0
1:2,1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19,
1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35,
1:36, 1:37, 1:28, 1:39, 1:40, y similares. En una modalidad preferida, la torta de filtro de la
Fraccion II+III permanecerd en el papel de filtro usado para filtrar el precipitado del
sobrenadante durante el proceso de extraccion.

[0214] En otra modalidad, el amortiguador de extraccion lalp se usa ya sea para
resuspender o recircular a través de una torta de filtro de la suspension de la Fraécic’m [+1I11
en una relacion de 1 parte del precipitado a 30 partes del amortiguador de extraccion. Se
pueden usar otras relaciones de resuspension adecuadas, por ejemplo de aproxit‘padamente
1:1, 0 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, "1:16, 1:17,
1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33,
1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:28, 1:39, 1:40, y similares. En una modalidad preferida, 1a torta de
filtro de la Fraccién II+11I permaneceré en el papel de filtro usado para filtrar el precipitado

del sobrenadante durante el proceso de extraccion.
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[0215] En otra modalidad, el amortiguador de extraccion lalp se usa ya sea para
resuspender o recircular a través un precipitado de la Fraccion 1V-1 (por ejemplo, una torta
de filtro del precipitado de la Fraccion IV-1 o sedimento de centrifugacién) en una% relacién
de 1 parte del precipitado a 30 partes del amortiguador de extraccion. Se pueden usar otras
relaciones de resuspension adecuadas, por ejemplo de aproximadamente 1:1, 0 1:2, 1:3, 1:4,
1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21,
1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36, 1:37,
1:28, 1:39, 1:40, y similares. En una modalidad preferida, la torta de filtro de la iFraccién
V-1 permanecera en el papel de filtro usado para filtrar el precipitado a partir del
sobrenadante durante el proceso de extraccion.

[0216] En otra modalidad, el amortiguador de extracciéon lalp se usa ya sea para
resuspender o recircular a través de un precipitado del Precipitado A Kistler y Nischmann
(por ejemplo, una torta de filtro del precipitado del Precipitado A o sedimento de
centrifugacion) en una relacién de 1 parte del precipitado a 30 partes del amortigéuador de
extraccién. Se pueden usar otras relaciones de resuspension adecuadas, por ejémp]o de
aproximadamente 1:1, o 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1.7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14,
1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30,
1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:28, 1:39, 1:40, y similares. En una modalidad
preferida, la torta del filtro del Precipitado A permanecera en el papel de filtro u§ado para
filtrar el precipitado del sobrenadante durante el proceso de extraccion. |

[0217] En otra modalidad, el amortiguador de extraccién lalp se usa ya sea para
resuspender o recircular a través de un precipitado del precipitado B Kistler y Nischmann
(por ejemplo, una torta de filtro del precipitado del Precipitado B o sedimento de
centrifugacion) en una relacién de 1 parte del precipitado a 30 partes del amortiguador de
extraccion. Se pueden usar otras relaciones de resuspension adecuadas, por ej@emplo de
aproximadamente 1:1, 0 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1.7, 1:8, 1.9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14,
1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30,

1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:28, 1:39, 1:40, y similares. En una modalidad
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preferida, la torta del filtro del Precipitado B permanecera en el papel de filtro usado para
filtrar el precipitado del sobrenadante durante el proceso de extraccion.

[0218] En una modalidad preferida, la etapa de extraccion de lalp de una torta de filtro o
precipitante comprende la recirculacion de un amortiguador de extraccién a través de un
papel de filtro que contiene la torta de filtro o precipitante Ialp. En una modalidad, la
etapa de extraccién de Ialp de una torta de filtro o precipitante comprende la recirculacion
de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene la torta de
filtro Jalp durante al menos 10 minutos. En otras modalidades, la etapa de extraccion de
Talp de una torta de filtro o precipitante comprende la recirculacion de un amortiguador de
extraccion a través de un papel de filtro que contiene la torta de filtro Ialp durante a o
aproximadamente entre 10 y 60 minutos. En una modalidad preferida, la etapa de
extraccion de Ialp de una torta de filtro o precipitante comprende la recirculaciéon de un
amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene la torta de filtro Talp
durante a o aproximadamente entre 20 y 40 minutos. En ain otras modalidades, la etapa de
extraccion de Ialp de una torta de filtro o precipitante comprende la recirculacion de un
amortiguador de extraccion lalp través de un papel de filtro que contiene la torta de ﬁ]tro
Talp durante al menos a o aproximadamente 10 minutos o al menos a o aproximadamfente
15, 20, 25, 30, 35, 40 45, 50, S5, 60, 65, 70, 75, 80, 85, o 90 minutos, 0 més tiempo j(por
ejemplo, al menos a o aproximadamente 2, 3, 4, 5, 0 6 horas). |
[0219] Generalmente, la extraccion se realiza a o aproximadamente entre O“;’C y
20°C, preferentemente a o aproximadamente entre 2 °C 'y 8 °C. En ciertas modalidadés, la
extraccion se puede realizar a o aproximadamente 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C,
8°C, 9°C, 10°C, 11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, 0 20°C. En una
modalidad particular, la extraccion se realiza a o aproximadamente entre 2 °C 'y 10 °C.
[0220] Cualquier amortiguador adecuado se puede usar para la extraccion de Ialp de un
precipitado o torta de filtro. Los amortiguadores tipicos de extracciones contendran al

menos un agente amortiguador y una sal. En ciertas modalidades, el amortiguador de

extraccion contendréd a o aproximadamente entre 10 y 250 mM de un agente amortiguador. g
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En ciertas modalidades, el agente amortiguador estard presente a una concé‘ptracién de o
aproximadamente 10 mM, o 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 1?0, 140, 150,
160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250 mM o mas agente amorﬁiguador. En
ciertas modalidades, el amortiguador de extraccién tendrd una fuerza idnica de o
aproximadamente entre 5y 100 mS/cm. En modalidades especificas el amortiguador de
extraccion contendra a o aproximadamente entre 50 y 500 mM de sal.  En ciertas
modalidades, la sal estara presente a una concentracion de o aproximadamente 50 mM a o
aproximadamente 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 500 mM o
mas sal.

[0221] Los amortiguadores de extraccion de lalp tendran generalmente un: pH de o
aproximadamente entre 6.0 y 9.0. En ciertas modalidades, un amortiguador de ¢xtracci6n
Factor H tendra un pH de o aproximadamente 6.0 de o aproximadamente 6.1, 6.2, 6.3, 6.4,
6.5,6.6,6.7,6.8,69,7.0,7.1,72,7.3,7.4,7.5,76,7.7,7.8,7.9, 8.0, 8.1,82,83,84, 85,
8.6, 8.7, 8.8, 8.9, 09.0. En una modalidad preferida, el amortiguador Ialptendrd un pH a o
aproximadamente entre 7.0 y 8.0. En una modalidad especifica, el amortighador de
extraccion tendra un pH de o aproximadamente 7.0. En otra modalidad espeéiﬁca, el
amortiguador de extraccion tendré un pH de o aproximadamente 7.5. En otra modalidad
especifica, el amortiguador de extraccion tendra un pH de o aproximadamente 8.0. Los
ejemplos no limitantes de agentes amortiguadores que se pueden usar para la formulacion
de un amortiguador de extraccién lalp incluyen fosfato de potasio, fosfato sddico, acetato
sodico, citrato sddico, acetato de émonio, acido cacodilico, imidazol, acido bérico, bicina,
ACES, BES, BIS-Tris, Bis-Tris-propano, CAPS, CHES, amida de glicina, glicilglicina,
MES, MOPS, PIPES, HEPES, TAPS, TES, tricina, trietanolamina, y Tris.

[0222] En una modalidad preferida, el amortiguador de extraccioén lalp incluye o consiste
de 25 mM de Tris (pH 8.0); 5 mM de EDTA; 200 de mM de NaCl. En una modalidad mas
preferida, el amortiguador de extraccion lalp incluird o consistira de 100 mM de fosfato de

sodio (pH 7.5); 150 mM de cloruro de sodio
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7.  Cuarta etapa de precipitacion — Eliminacién de impurezas

[0223] En una modalidad, el método comprende adicionalmente precipitar las impurezas a
partir de una composicion de Ialp enriquecida para formar un precipitado (en la presente
descripcién referido como “Precipitado 4 de lalp”) y un sobrenadante (en la presente
descripcion referido como “Sobrenadante 4 de Ialp™). En ciertas modalidades, esta etapa
comprende precipitar al menos una impureza, por ejemplo un lipido o proteina, de la
composicién y, separar después el precipitado del sobrenadante que contiene lalp. Los
precipitantes adecuados para precipitar impurezas de una fraccion derivada de plésma se
conocen bien en la técnica e incluyen, sin limitacién, alcohol (por ejemplo, etanol, metanol,
etc.), polimeros solubles en agua (por ejemplo, PEG, dextranos, efc.), sales (por ejemplo,
fosfato de amonio, sulfato de amonio, citrato de sodio, efc.), cidos grasos de cadena corta
(por ejemplo, 4cido hexanoico, 4cido heptanoico, 4cido caprilico, dcido nanoico, acido
decanoico, efc.), y similares. En ciertas modalidades, la precipitacion puede facil?tarse al
hacer coincidir el pH de la solucion con el punto isoeléctrico de un componente de interés,
es decir, precipitacion por punto isoeléctrico.

[0224] En una modalidad preferida, el método comprende la etapa de precipitar al menos
una impureza de una composicion de lalp enriquecida con o aproximadamente entre 10% 'y
20% de etanol a un pH de o aproximadamente entre 7.0 y 9.0. En una modalidad pteferida,
el método comprende la etapa de precipitar al menos una impureza de una composicion de
lalp enriquecida con o aproximadamente entre 12% y 18% de etanol a un pH de o
aproximadamente entre 7.3 y 8.7. En una modalidad més preferida, el método comprende
la etapa de precipitar al menos una impureza de una composicion de lalp enriquecida con o
aproximadamente entre 14% y 16% de etanol a un pH de o aproximadamente entre 7.5y
8.5. En una modalidad mas preferida, el método comprende la etapa de precipitar al menos
una impureza de una composicion de Ialp enriquecida con o aproximadamente entre 14% y

16% de etanol a un pH de o aproximadamente entre 7.8 y 8.2. En una modalidad ain mas

preferida, el método comprende la etapa de precipitar al menos una impureza de una
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composicion de lalp enriquecida con o aproximadamente 15% de etanol y a o
aproximadamente un pH de 8.0.

[0225] La concentracién del agente de precipitacion, por ejemplo, etanol, se puede ajustar
para maximizar la precipitacién de una o mas impurezas y/o minimizar la precipitacion del
Factor H. En ciertas modalidades, la precipitacion puede realizarse por la adicion de o
aproximadamente 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% o 20% de
etanol. En una modalidad preferida, la precipitacion se realiza por la adiciéon de o
aproximadamente entre 12% y 18% de etanol. En una modalidad mas preferida, la
precipitacion se realiza con o aproximadamente entre 13% y 17% de etanol. En una
modalidad mas preferida, la precipitacion se realiza con o aproximadamente entre 14% y
16% de etanol. En una modalidad atin mas preferida, la precipitaciéon se realiza con o
aproximadamente 15% de etanol.

[0226] EI pH de la solucion se puede ajustar para maximizar la precipitacion de una o mas
impurezas y/o minimizar la precipitacion de Ialp. En ciertas modalidades, el pH de la
solucion se ajusta a o aproximadamente 7.0, 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5, 7.6, 7.7, 7.8, 7.9, 8.0,
8.1, 8.2, 8.3, 8.4, 8.5, 8.6, 8.7, 8.8, 8.9, 0 9.0. En una modalidad preferida, el pH de la
solucién se ajusta a o aproximadamente entre 7.2 y 8.8. En otra modalidad preferida, el pH
de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 7.3 y 8.7. En otra modalidad preferida,
el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre 7.4 y 8.6. Enuna modalidad mas
preferida, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 7.5 y 8.5. En una
modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 76y
8.4. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente
entre 7.7 y 8.3. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o
aproximadamente entre 7.8 y 8.2. En una modalidad més preferida, el pH de la solucion se
ajusta a o aproximadamente entre 7.9 y 8.1. En la modalidad mas preferida, el pH de la

solucion se ajusta a o aproximadamente 8.0.
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8. Quinta etapa de precipitacion — Precipitacién de Ialp ‘:

[0227] En una modalidad, la composicion de lalp enriquecida se puec%le purificar
adicionalmente posterior a la extraccion de un precipitado de la Fraccién I, précipitado de
Jla Fraccion II+III, precipitado de la Fraccién IV-1, precipitado del precipitado A,
precipitado del precipitado B, o torta de filtro de la Fraccién II+I1I precipitand{) lalp de la
composicion enriquecida para formar un precipitado (en la presente descripci“c"m referido
como “Precipitado 5 de Ialp™) y un sobrenadante (en la presente descripcion referido como
“sobrenadante 5 de lalp”). En ciertas modalidades, una composicion de Ialp enriquecida se
puede someter a una tercera etapa de precipitacion, como se describié anteriormente, para
eliminar al menos una impureza de la composicion, como se describi6 anteriormente, y
después a una cuarta etapa de precipitacion para precipitar y recuperar lalp.

[0228] En una modalidad preferida, precipitar Ialp de una composicion emiquecida
comprende la adicién de o aproximadamente entre 20% y 30% de etanol a un pH de o
aproximadamente entre 5.0 y 7.0. En una modalidad preferida, el método comfprende la
etapa de precipitar Ialp con o aproximadamente entre 22% y 28% de etanol a unl', pH de o
aproximadamente entre 5.5 y 6.5. En una modalidad mas preferida, el método comprende
la etapa de precipitar Ialp con o aproxim_adamente entre 24% y 26% de etanol a un f_pH de o
aproximadamente entre 5.8 y 6.2. En una modalidad ain mas preferida, el “- método
comprende la etapa de precipitar lalp con o aproximadamente 25% de etanoly en o
aproximadamente un pH de 6.0.

[0229] La concentracion del précipitante, por ejemplo, etanol, se puede ajustar para
maximizar la precipitacién de lalp y/o minimizar la precipitacion de una o més impurezas.
En ciertas modalidades, la precipitacion puede realizarse por la adiciénl de o
aproximadamente 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29% o 39% de
etanol. En una modalidad preférida, la precipitaciéon se realiza por la adici()n"‘ de o
aproximadamente entre 22% y 28% de etanol. En una modalidad mas preferida, la
precipitacion se realiza con o aproximadamente entre 23% y 27% de etanol. Con una

modalidad mas preferida, la precipitacion se realiza con o aproximadamente entre 24% y
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26% de etanol. En una modalidad aun mas preferida, la precipitacion se realiza con o
aproximadamente 25% de etanol. |
[0230] El pH de la solucion se puede ajustar para maximizar la precipitacién de Ialp y/o
minimizar la precipitacion de una o mds impurezas. En ciertas modalidadés, el pH de la
solucién se ajusta a o aproximadamente 5.0, 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0,
6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 0 7.0. En una modalidad preferida, el pH de la
solucion se ajusta a o aproximadamente entre 5.2 y 6.8. En otra modalidad preferida, el pH
de la solucidn se ajusta a o aproximadamente entre 5.3 y 6.7. En otra modali,‘dad preferida,
el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre 5.4 y 6.6. En una rﬁodalidad mas
preferida, el pH de la solucion se ajusta a o aproximadamente entre 5.5 y 6.5. En una
modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o aproximadamente entre 5.6 y
6.4. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o aprolximadamente
entre 5.7 y 6.3. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se ajusta a o
aproximadamente entre 5.8 y 6.2. En una modalidad mas preferida, el pH de la solucién se
ajusta a o aproximadamente entre 5.9 y 6.1. En la modalidad més preferida, el pH de la
solucion se ajusta a o aproximadamente 6.0.

9. Métodos cromatograficos
[0231] En ciertas modalidades, el método para preparar una composicion de Ialp
enriquecida comprende adicionalmente al menos una, preferentemente dos o .més, etapas
cromatograficas para enriquecer aun maés la pureza de la composicion. Generalmente,
cualquier método cromatografico adecuado se puede emplear para enriquecer aun mas la
composicién de Talp extraida de un precipitado de la Fraccion I, precipitado de la Fraccion
[I+I11, precipitado de la Fraccion IV-1, precipitado del precipitado A, precipitado del
precipitado B, o torta de filtro de la Fraccion II+]II
[0232] En ciertas modalidades, la etapa cromatogréfica puede comprender cromatografia
de intercambio aniénico (AEC), cromatografia de intercambio catiénicb (CEC),
cromatografia de afinidad a heparina, cromatografia de intercambio hidrofébico (HIC),

cromatografia de hidroxiapatita (HAP), cromatografia de inmuno-afinidad, cromatografia
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de exclusiéon por tamafio (es decir, filtracion en gel), u otras etapas cromatograficas
adecuadas. Las etapas cromatograficas pueden realizarse en un modo discontinuo o en
columna.

[0233] En una modalidad preferida, el método comprende las etapas de: unir lalp é una
resina de intercambio aniénico; eluir Talp de la resina de intercambio anidnico con un
amortiguador de elucion, formando de ese modo un primer eluato que contiene lalp. En
una modalidad mas preferida, el método comprende adicionalmente las etapas de unir Ialp
de un eluato de intercambio aniénico a una resina de afinidad a heparina; y eluir la Ia¥p de
la resina de afinidad a heparina con un amortiguador de elucién, formando de ese modo un
segundo eluato que contiene lalp. En ciertas modalidades, los métodos cromatogréﬁcos
pueden comprender adicionalmente etapas de lavado para eliminar antes de la elucion de
Talp las impurezas débilmente ligadas a partir de la resina cromatografica. En ciertas
modalidades, Ialp se puede eluir de una resina cromatografica mediante elucion . por
gradiente, por ejemplo, con un gradiente salino, o0 mediante elucion por etapas, por ejemplo,
con tampones que tienen la fuerza iénica aumentada.

[0234] Generalmente, la conductividad de la solucion de Ialp se ajusta a una fuerza ibnica
adecuada antes de unirse Ialp a una resina cromatografica. La fuerza ionica debe ser lo
suficiente baja para promover la interaccién entre lalp y la resina, sin embargd, lo
suficiente alta para mantener la estabilidad de la proteina en solucion. Los requisitos|para
la fuerza ionica de la solucion variaran dependiendo de factores tales como la identidad de
la resina usada (por ejemplo, resina de intercambio anidnico fuerte vs. débil) y la pureza
inicial de la solucién. Diversos métodos se pueden emplear para reducir la fuerza iénica de
una composicion lalp , incluyendo, sin limitacion, la dilucién de la composicion coﬁ una
solucién que tiene una fuerza idnica baja, precipitar lalp de la composicion inicial y re-
suspender en un amortiguador que tiene fuerza idnica baja, ultrafiltracion/diafiltracion,

desalinizacion y/o cromatografia intercambio de amortiguador didlisis, y similares.
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a) Intercambio anidénico

[0235] Cualquier resina de intercambio aniénico adecuada puede usarse en los méitodos
proporcionados en la presente descripcion. Ejemplos no limitativos de resinds de
intercambio anidnico adecuadas para el uso incluyen, resinas de dietilaminoetilo (DEAE),
aminoetilo cuaternario (QAE) y amonio cuaternario (Q). En una modalidad preferida, la
resina de intercambio anionico usada es DEAE-sefarosa (dietilaminoetil-sefarosa).

[0236] En una modalidad preferida, Ialp se liga a una resina DEAE-sefarosa en presenc;a
de un amortiguador de carga de fuerza iénica baja. Tipicamente, la columna se equilii)raré
con el mismo amortiguador de carga o un amortiguador compatible con una fuerza idnica
similar a la del amortiguador de carga. En ciertas modalidades, el amortiguador de carga
y/o equilibrio tendrd una fuerza ionica de menos que o aproximadamente 12 mS/cm. En
una modalidad preferida, el amortiguador de carga y/o equilibrio tendra una fuerza iénica
de menos que o aproximadamente 10 mS/cm. En una modalidad aun mas preferidh, el
amortiguador de carga y/o equilibrio tendrd una fuerza ionica de o aproximadamerte 9
mS/cm. En una modalidad preferida, el amortiguador de carga y/o equilibrio tendrd una
concentracion de sal de menos que o aproximadamente 100 mM de NaCl, o fuerza iénica
correspondiente menor que la de una solucion de 100 mM de NaCl. En una modalidadimas
preferida, el amortiguador de carga y/o equilibrio tendra una concentracion de sal de, o
fuerza i6nica correspondiente a, menos que o aproximadamente 75 mM de NaCl. En:una
modalidad mas preferida, la concentracién de sal, o fuerza idnica correspondiente, serd de o
aproximadamente entre 30 y 70 mM de NaCl. En una modalidad aun mas preferida, la
concentraciéon de sal, o fuerza idnica correspondiente, sera de o aproximadamente 50 mM
de NaCl.

[0237] Opcionalmente, después de Ialp union, la resina de intercambio aniénico se puede
Javar con uno o més tampones que tienen fuerzas ionicas intermedias del amortiguador de
carga y el amortiguador de elucién. En ciertas modalidades, un amortiguador de lavado

puede tener una fuerza iénica de o aproximadamente entre 3 mS/cm y 20 mS/cm. En‘'una

modalidad preferida, el amortiguador de lavado puede tener una fuerza idnica de 0
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aproximadamente entre 5 mS/cm y 20 mS/cm. En otra modalidad preferida, el
amortiguador de lavado puede tener una fuerza idnica de o aproximadé;mente entre 10
mS/cm y 20 mS/cm. En ciertas modalidades, el amortiguador de lavado tendra una
concentracion de sal, o fuerza idnica correspondiente a, de o aproximadaﬁbnte entre 30 y
200 mM de NaCl. En una modalidad preferida, el amortiguador de lavado tendra una
concentracion de sal, o fuerza idnica correspondiente a, de o aproximadaménte entre 70 y
200 mM de NaCl. En ciertas modalidades, el amortiguador de lavado tendrd una
concentracion de sal, o fuerza ionica correspondiente a, de o aproximadameﬁte 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 210, 0 220 mM de NaCl.

[0238] En una modalidad, la resina de intercambio aniénico se lavard con un primer
amortiguador con fuerza iénica suficiente para eluir el Factor H a partir de la resina y un
segundo amortiguador con fuerza idnica suficiente para eluir las impurezas, tales como el
componente 3 del complemento (C3) a partir de la resina antes de la elucion (ie Ialp de la
resina. En otra forma de modalidad, la resina de intercambio anidénico se lavara con al
menos un primer amortiguador con fuerza iénica suficiente para eluir el Faqtor H y al
menos una segunda impureza, por ejemplo, C3, de la resina antes de la elucion de lalp de la
resina. |

[0239] En ciertas modalidades, Ialp se eluye de la resina de intercambio aniénico (por
ejemplo, DEAE-sefarosa) con un aimortiguador de elucion que tiene fuerza idnica adecuada
para alterar la interaccién entre la resina e lalp. En algunas modalidades, el amdrtiguador
de elucién no tendra una fuerza i6nica adecuada para alterar la interaccion entre 1%1 resina y
un contaminante que se une a la resina con mayor afinidad que la de Ialp. En ciertas
modalidades, el amortiguador de elucion tendrd una fuerza iénica de al menos o
aproximadamente 18 mS/cm, preferentemente de al menos o aproximadamente 20 mS/cm.
En una modalidad, el amortiguador de elucién tendrd una fuerza idnica de al menos o
aproximadamente 25 mS/cm. En ciertas modalidades, el amortiguador de eluciéﬂ tendra

una concentracién de sal, o fuerza idénica correspondiente a, al menos 6 de o
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aproximadamente 155 mM de NaCl. En ciertas modalidades, el amortiguador de elliucién
tendrda una concentracion de sal, o fuerza iodnica correspondiente a, al menos ‘de o
aproximadamente 160 mM de NaCl o al menos de o aproximadamente 170, 180, 19d, 200,
210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, o mas de NaCl. |
b)  Afinidad a heparina

[0240] Cualquier resina de aﬁnidad a heparina adecuada puede usarse en los métodos
proporcionados en la presente descripcion, por ejemplo, las resinas conjugadas con un
ligando de heparina, derivado o mimético de un ligando de heparina, o ligando similar a
heparina (por ejemplo, un glicosaminoglicano sulfatado). En una modalidad preferida, la
resina de afinidad a heparina usada es heparina-sefarosa.

[0241] En una modalidad, lalp se purifica adicionalmente mediante cromatografia de
afinidad a heparina. En una modalidad preferida, Ialp del eluato de una et;zlpa de
cromatografia de intercambio aniénico se purifica adicionalmente mediante cromatografia
de afinidad a heparina, por ejemplo, una resina de heparina sefarosa. En una modalidad, la
fuerza i6nica del eluato de Ialp se reduce por un método adecuado, por ejemplo, dilucion,
intercambio de amortiguador, dialisis, efc., y Jalp se enlaza a una resina de afinidad a
heparina. En ciertas modalidades, la fuerza iénica del eluato de intercambio aniénico se
reduce a menos que o aproximadamente 10 mS/cm. En una modalidad preferida, la fuerza
i6nica se reduce a menos que o aproximadamente 8 mS/cm. En otra modalidad, la fuerza
idnica se reduce a menos que o aproximadamente 6 mS/cm. En ciertas modalidades, la
fuerza idnica se puede reducir a menos que o aproximadamente a 4 mS/cm, o merios que o
aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 mS/cm. En ciertas modalidades, la
concentracién de sal del eluato de intercambio anidnico, o fuerza iénica correspoﬁdiente a,
se reduce a menos que o aproximadamente 80 mM de NaCl. En una modalidad ;j)referida,
la concentracién de sal, o fuerza ionica correspondiente a, se reduce a menops que o
aproximadamente 70 mM de NaCl. En una modalidad maés preferida, la concenfracién de
sal, o fuerza idnica correspondiente a, se reduce a menos que o aproximadamente 50 mM

de NaCl. En ciertas modalidades, la concentracion de sal, o fuerza idnica correspondiente
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a, se reduce a menos que o aproximadamente 20 mM de NaCl, o a menos que o
aproximadamente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, o 80 mM de NaCl.

[0242] Opcionalmente, después de unirse Ialp, la resina de afinidad a heparina se puede
lavar con uno o mas amortiguadores que tienen fuerzas idnicas intermedias del
amortiguador de carga y el amortiguador de elucién. En ciertas modalidades, un
amortiguador de lavado puede tener una fuerza iénica en o aproximadamente entre 4
mS/cm y 10 mS/cm. En una modalidad preferida, el amortiguador de lavado puede tener
una fuerza iénica en o aproximadamente entre 6 mS/cm y 8 mS/cm. En ciertas
modalidades, el amortiguador de lavado tendrd una concentracion de sal, o fuerza i6nica
correspondiente a, en o aproximadamente entre 40 y 80 mM de NaCl. En una modalidad
preferida, el amortiguador de lavado tendra una concentracién de sal, o fuerza idnica
correspondiente a, entre o aproximadamente 50 y 70 mM de NaCl. En ciertas modalidades,
el amortiguador de lavado tendra una concentracion de sal, o fuerza idnica correspondiente
a, en o aproximadamente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 0 80 mM de NaCl.
[0243] En ciertas modalidades, Ialp se eluye de la resina de afinidad a heparina (por
ejemplo, DEAE-sefarosa) con un amortiguador de elucién que tiene fuerza idnica adecuada
para alterar la interaccion entre 1a.resina e lalp. En algunas modalidades, el amortiguador
de elucién no tendra una fuerza idnica adecuada para alterar la interaccion entre la resina y
un contaminante que se une a la resina con mayor afinidad que la de Ialp., En ciertas
modalidades, el amortiguador de elucion tendrd una fuerza iénica de al menos en o
aproximadamente 8 mS/cm, o al menos en o aproximadamente 9 mS/cm, o al menos en o
aproximadamente 10 mS/cm. En ciertas modalidades, el amortiguador de elu:cic'm tendra
una concentracion de sal, o fuerza idnica correspondiente a, al menos en o
aproximadamente 80 mM de NaCl. En otra modalidad, el amortiguador de elucion tendra
una concentracion de sal, o fuerza ionica correspondiente a, al ménos en o

aproximadamente 100 mM de NaCl. En ciertas modalidades, el amortiguador, de elucion

tendra una concentracién de sal, o fuerza iénica correspondiente a, al menos en o
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aproximadamente 70 mM de NaCl o al menos de o aproximadamente 75, 80, 85, 90, 95,
100, 105, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 mM, o mas de NaCi.

c) Resinas adicionales
[0244] En ciertas modalidades, los métodos proporcionados en la presente descl;ripci()n para
la purificaciéon de lalp derivada de plasma pueden comprender adicionalmente el uso de
una etapa de cromatografia adicional, que incluye sin limitacion, cromatograﬁa catidnica,
cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia de
inmuno-afinidad, y similares.
[0245] Cualquier resina de intercambio catiénico puede usarse en Jos métodos
proporcionados en la presente descripcion. Los ejemplos no limitantes de resinas de
intercambio catidnico adecuadas para el uso incluyen resinas de carboximetilo (CM),
sulfopropilo (SP), sulfonato de metilo (S).
[0246] Cualquier resina adecuada de hidroxiapatita u otra basada en calcio puedé usarse en
los métodos proporcionados en la presente descripciéon. Los ejemplos no limitativos de
resinas adecuadas incluyen resinas de hidroxiapatita, resinas fluorapatita, resinas
fluorhidroxiapatita, y similares.
[0247] Cualquier resina para cromatografia de interaccion hidrofobica puede usarse en los
métodos proporcionados en la presente descripcion. Los ejemplos no limitantes de resinas
adecuadas incluyen resinas de fenilo, resinas de metilo, resinas de butilo, resinas de octilo,
y similares.
[0248] En ciertas modalidades, lalp se puede enriquecer adicionalmente por cromatografia
de inmuno-afinidad, por ejemplo, con resinas conjugadas con un anticuerpo, apt;imero, u
otra molécula de unién altamente especifica para una o mas proteinas lalp, por ejeﬁplo, Jal
o Pal.

d)  Sistema amortiguador

[0249] En ciertas modalidades, etapas cromatograficas individuales o totales dependeran
de un sistema de amortiguacion comun, en el que solo varia la concentracion de sal entre

los amortiguadores de equilibrio, lavado y eluciéon. Cualquier amortiguador adecuado
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puede usarse, por ejemplo, un amortiguador de Tris, un amortiguador de fosfato, un
amortiguador de citrato, efc. En una modalidad, el pH del amortiguador de carga: se
encontrara en el intervalo de o aproximadamente entre 6.0 y aproximadamente 9.0. En ﬁna
modalidad preferida, el pH del sistema amortiguador se encuentra en o aproximadamente
entre 7.0 y aproximadamente 9.0. En una modalidad mds preferida, el pH del sistc%ma
amortiguador se encuentra en o éproximadamente entre 7.5 y aproximadamente 8.5. En
una modalidad preferida, el pH del sistema amortiguador se encontrara en o
aproximadamente 8.0.
10.  Inactivacion y eliminacién del virus

[0250] En ciertas modalidades, los métodos proporcionados en la presente descripcion para
la preparacion de una composicion de lalp enriquecida incluirdn adicionalmente al menos
una, preferentemente al menos dos, con la maxima preferencia al menos tres, etapas ‘de
inactivacion o eliminacién viral. Los ejemplos no limitativos de etapas de inactivacion o
eliminacion viral que se pueden emplear con los métodos proporcionados en la presente
descripcidn incluyen, el tratamiento con detergente solvente (Horowitz y ofros, Blo‘od
Coagul Fibrinolysis 1994 (5 suplemento 3):S21-S28 y Kreil y otros, Transfusion 2003
(43):1023-1028, ambas se incorporan expresamente en la presente descripcién como
referencia en su totalidad para todos los propdsitos), nanofiltracion (Hamamoto y otros, Vox
Sang 1989 (56)230-236 y Yuasa y otros, J Gen Virol. 1991 (72 (pt 8)):2021-2024, ambas se
incorporan expresamente en la presente descripcién como referencia en su totalidad para
todos los propdsitos), € incubacion de pH bajo a altas temperaturas (Kempf y ofros,
Transfusion 1991 (31)423-427 y Louie y otros, Biologicals 1994 (22):13-19). |
[0251] Las etapas de inactivacion o eliminacion viral pueden realizarse en cualquiera de las
fracciones intermedias de Ialp generadas durante el proceso de fabricaciéon. Por ejemplo,
en una modalidad, una etapa de jnactivacién o eliminacion viral puede realizarse en un
sobrenadante de la Fraccion I, suspension de la Fraccion II+]I11, extracto de la torta de filtro
de la Fraccion II+1II, sobrenadante 3, suspensién de precipitado 4, sobrenadante de la

Fraccion 11+111, suspensién de la Fraccion IV-1, suspension A del precipitado de Kistler y
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Nitschmann, suspension B del precipitado de Kistler y Nitschmann, eluato dellic intercambio
anidnico, eluato de la afinidad a heparina, y similares.

[0252] En una modalidad, una etapa de inactivacién o eliminacion viral se realiza en un
extracto de torta de filtro de la Fraccion II+1II. En una modalidad preferida el .-extracto de
torta de filtro de la Fraccion II+II1 se somete al tratamiento con solvente y detergente
(S/D).

[0253] En una segunda modalidad, una etapa de inactivacion o eliminacion viraf se realiza
en un sobrenadante de la Fraccion II+II1. En una modalidad preferida el sobrenadante de la
Fraccion II+1II se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D).

[0254] En una tercera modalidad, una etapa de inactivacién o eliminacion viral se realiza
en una suspension de la Fraccion 1V-1. En una modalidad preferida la suspensi;én de la
Fraccién IV-1 se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D).

[0255] En una cuarta modalidad, una etapa de inactivacion o eliminacién viral se realiza en
una suspension A del precipitado de Kistler y Nitschmann. En una modalidad preferida la
suspension A del precipitado de Kistler y Nitschmann se somete al tratamiento con solvente
y detergente (S/D).

[0256] En una quinta modalidad, una etapa de inactivacién o eliminacion viral se real_iza en
una suspension B del precipitado de Kistler y Nitschmann. En una modalidad prefefida la
suspension B del precipitado de Kistler y Nitschmann se somete al tratamiento con solvente
y detergente (S/D).

[0257] En una sexta modalidad, una etapa de inactivacion o eliminacién viral se realiza en
una sobrenadante 3 de precipitacion (sobrenadante 3). En una modalidad prefericia el
sobrenadante de precipitacién 3 se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D).
[0258] En una séptima modalidad, una etapa de inactivacion o eliminacién viral se realiza
en una suspensién de precipitado 4. En una modalidad preferida la suspension de
precipitado 4 se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D).

[0259] En una octava modalidad, una etapa de inactivacion o eliminacién viral se realiza'::en

un eluato de intercambio aniénico. En una modalidad preferida el eluato de intercambio
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anionico se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D). En otra modialidad
preferida, el eluato de intercambio anidnico se somete a nanofiltracion.
[0260] En una novena modalidad, una etapa de inactivacién o eliminacion viral se f¢a]iza
en un eluato de afinidad a heparina. En una modalidad preferida el eluato de aﬁni‘%‘dad a
heparina se somete al tratamiento con solvente y detergente (S/D). En otra modalidad
preferida, el eluato de afinidad a heparina se somete a nanofiltracion.
[0261] En una décima modalidad, una etapa de inactivacién o eliminacion viral se réaliza
en una solucion enriquecida de lalp a granel. En una modalidad preferida, la solucién
enriquecida de Jalp a granel se somete a nanofiltracion. En otra modalidad preferida, la
solucién enriquecida de lalp a granel se somete a la incubacion a bajo pH y/o altas
temperaturas.
[0262] En una oncena modalidad, una composicién de Ialp liofilizada se trata con calor
para inactivar los virus.
[0263] En una modalidad, se proporciona un proceso de fabricacion para lalp derivada de
plasma que contiene dos etapas dé inactivacién o eliminacion viral. En otra modalidad, el
proceso contiene tanto las etapas de tratamiento con solvente y detergente comd de
nanofiltracién para la inactivacién y eliminacién de las particulas virales. En otra
modalidad atn, el proceso de fabricacion comprende someter el sobrenadante de
precipitado 3 al tratamiento S/D y el eluato de heparina a nanofiltracion. En una
modalidad, el proceso de fabricaciéon comprende someter la suspension del precipitado 40
un filtrado clarificado de ella a tratamiento S/D y el eluato de heparina a nanofiltracion. En
otra modalidad, el proceso de fabricacién comprende adicionalmente una etapa-‘ de
inactivacion viral que comprende incubar una composicion final de Ialp a granel a bajo IpH
durante un periodo prolongado de tiempo. |

a)  Tratamiento con solvente y detergente (S/D)
[0264] Para inactivar los diversos contaminantes virales que se pueden presentar .‘en
productos derivados de plasma, una o mas soluciones intermedias de lalp se pueden

someter a un tratamiento con detergente solvente (S/D). Los métodos para el tratamiento
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con detergente de fracciones derivadas de plasma se conocen bien en la materia (ﬁara
revision ver, Pelletier JP y otros, Best Pract Res Clin Haematol. 2006;19(1):205-42). En
general, cualquier tratamiento estandar con S/D puede usarse junto con los méto‘dos
proporcionados en la presente descripcion. Por ejemplo, se proporciona a continuacion un
protocolo ejemplar para un tratamiento con S/D.
[0265] En una modalidad, se adicionan Triton X-100, Tween-20, y fosfato de tri (n-butilo)
(TNBP) a una solucién intermedia de lalp a las concentraciones finales de en o
aproximadamente 1.0%, 0.3 % y 0.3%, respectivamente. La mezcla se agita después a una
temperatura aproximadamente entre 18°C y 25°C por al menos aproximadamente una hora
[0266] En una modalidad, una mejoria del proceso se realiza atomizando mediante la
adicion de los reactivos S/D (por ejemplo, Tritéon X-100, Tween-20, y TNBP) en lugar de
por adiciéon de fluido. En otras modalidades, los reactivos de detergente se pueden
adicionar en forma de sélidos a la solucion intermedia de lalp, que estd siendo mezclada
para asegurar una distribucion réapida de los componentes S/D. En ciertas modalidades, :se
prefiere adicionar reactivos solidos rociando los sélidos sobre un drea superficial
deslocalizada del filtrado tal que la sobreconcentracion local no se produce, tal como, con
la adicion de fluido. En otra modalidad, se realiza una mejoria del proceso bombeando la
solucién que contiene Ialp dentro un deposito donde ya estan presentes los reactivos-SD ya
sea en forma concentrada o diluida.

b)  Nanofiltracion y ultra/diafiltracion
[0267] Para reducir adicionalmente la carga viral de la composicion lalp proporcionada én
la presente descripcién, una fraccion Ialp, por ejemplo, el eluato de afinidad de heparina,
puede nanofiltrarse usando un dispositivo adecuado de nanofiltracion. En ciertas
modalidades, el dispositivo de nanofiltracion tendrd un tamafio de poro medio de o
aproximadamente entre 15 nm y 200 nm. Los ejemplos de nanofiltros adecuados para eslte
uso incluyen, sin limitacion, DVD, DV 50, DV 20 (Pall), Viresolve NFP, Viresolve NFR
(Millipore), Planova 15N, 20N, 35N, y 75N (Planova). En una modalidad especifica, ¢l

nanofiltro puede tener un tamafio de poro medio de o aproximadamente entre 15 nm y 72
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nm, o de o aproximadamente entre 19 nm y 35 nm, o de o aproximadamente 15 nm, 19
nm, 35 nm, o 72 nm. En una modalidad preferida, el nanofiltro tendra un tamaﬁb de poro
medio de o aproximadamente 35 nm, tal como un filtro Asahi PLANOVA 35N o
equivalente del mismo.

[0268] Opcionalmente, la ultrafiltracion/diafiltracion puede realizarse para concentrar
adicionalmente el nanofiltrado. En una modalidad, una membrana de canal abieﬁo se usa
con un post-lavado y formulacion especificamente disefiados cerca del final del proceso de
produccion que resulta en una composicion Ialp de alta concentracion.

[0269] Posterior a la nanofiltracion, el filtrado se puede concentrar adicionalmente por
ultrafiltraciéon y/o la composiciéon del amortiguador ajustar por diafiltracion. En una
modalidad, el nanofiltrado se puede concentrar por ultrafiltraciéon a una concentracion de
proteina de o aproximadamente entre 0.5% y 10% (p/v). En ciertas modalidades, la
ultrafiltracién se lleva a cabo en un cassette con una pantalla de canal abierto y la
membrana de ultrafiltracion tiene un corte de peso molecular nominal NMWCO) de menos
de o aproximadamente 150 kDa o menos de o aproximadamente 140, 130, 120, 100, 90, 80,
70, 60, 50, 40, 30, o menos kDa. En una modalidad preferida, la membrana de
ultrafiltracion tiene una NMWCO de no mas de 50 kDa.

[0270] Después de la etapa de ultrafiltracion, el intercambio de amortiguador puede
realizarse por diafiltracion contra una solucién adecuada para la administracion
intravenosa, intramuscular, intréocular, subcutanea, u otra apropiada. En ciertas
modalidades, la solucién de diafiltracion puede comprender un agente estabilizante y/o de
amortiguacion, por ejemplo, sales, azucares, y/o un detergente no iénico (por ejemplo,
polisorbato 80).

[0271] Tipicamente, el volumen dé intercambio minimo es de al menos aproximadaménte 3
veces el volumen concentrado original o al menos en o cerca del 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 mas
veces €l volumen concentrado original. La solucion Jalp se puede concentrar hasta una
concentracién final de proteina de en o aproximadamente entre 0.5% y 25% (p/v), oeno

aproximadamente entre 1% y 25% (p/v), o en o aproximadamente entre 2% y 20% (va),’o
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en o aproximadamente entre 3% y 15% (p/v), o en o aproximadamente entre 5% y ld%
(p/v), 0 en o aproximadamente entre 9% y 12%,0 en o aproximadamente entre 3% y 7%
(p/v), o en o aproximadamente enfre 8% y 14% (p/v), o en o aproximadamente entre 4% y
6%, o a una concentracién final de o aproximadamente 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, o 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% o superior.
c) Incubacién‘a bajo pH

[0272] En ciertas modalidades, una solucién que contiene lalp se puede tratar para reduéir
o inactivar la carga viral de la composicion. En una modalidad, esto se logra ajustando el
pH de la composicion a bajo pH, por ejemplo, a menos de o aproximadamente 6.0, €
incubando por al menos aproximadamente una semana antes de liberar la composicién. En
una modalidad preferida, el pH de la soluciéon a granel se ajusta a menos que o
aproximadamente 5.5 antes de la incubacién. En una modalidad maés preferida, el pH de ia
solucién se disminuye a menos que o aproximadamente 5.0 antes de la incubacion. En
ciertas modalidades, el pH de la solucion se disminuye a menos que o aproximadamente 6.|‘0
0 a menos que o aproximadamente 5.9, 5.8,5.7,5.6,5.5,5.4,5.3,5.2,5.1,5.0,4.9,4.8, 4.7,
46,4.5,44,43,42, 4.1,4.0, 0 menos antes de la incubacion.

[0273] En ciertas modalidades,v la solucion se incuba después por al menos o
aproximadamente una semana, o al menos o aproximadamente 2, 3, 4, 0 mas semanas, 0
por al menos o aproximadamente 1, 2, 3, o méas meses. En modalidades preferidas, la
composicion se incuba a una temperatura por encima de o aproximadamente 20°C, o por
encima de o aproximadamente 25°C, o por encima de o aproximadamente 30°C. En
modalidades particulares, la composicion se incuba a una temperatura de o
aproximadamente 20°C, o de o aproximadamente 21°C, 22°C, 23°C, 24°C, 25°C, 26°C,
27°C, 28°C, 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, o

superior.
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d) Liofilizacién y tratamiento térmico
[0274] En otras modalidades aun, la presente invencion proporciona composiciones de Iélp
liofilizadas. La actividad viral de esta composicion liofilizada, que puede haber siflo
previamente sometida a otras etapas de inactivacion o eliminaciéon viral tales como
tratamiento con S/D o nanofiltracién, puede reducirse adicionalmente con el tratamiento
térmico de la composicién liofilizada (es decir, torta liofilizada del Factor H). Los
tratamientos térmicos para la inactivacion de cargas virales en los factores de la sangre se
conocen bien en la materia (por ejemplo, ver, Piszkiewicz y otros, Thromb Res. 15 de julio
de 1987;47(2):235-41; Piszkiewicz y otros, Curr Stud Hematol Blood Transfus.
1989,(56):44-54; Epstein y Fricke, Arch Pathol Lab Med. marzo de 1990;114(3):335-40).
11.Formulacién

[0275] Al completar el proceso de enriquecimiento Jalp, por ejemplo, después de una etapa
de diafiltracién final, la proteiha concentracion de la solucién se ajusta a con un
amortiguador, por ejemplo, el amortiguador de diafiltracion, a una concentracién final de o
aproximadamente entre 0.1% y 20% (p/v), o de o aproximadamente entre 1% y 25% (p/v),
o de o aproximadamente entre 2% y 20% (p/v), o de o aproximadamente entre 3% y 15%
(p/v), o de o aproximadamente entre 5% y 10% (p/v), o de o aproximadamente entre 9% y
12%, o de o aproximadamente entre 3% y 7% (p/v), o de o aproximadamente entre 8% y
14% (p/v), o de o aproximadamente entre 4% y 6%, o a una concentracion final del 0
aproximadamente 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%,‘18%, 19%, 20%, o superior.

[0276] En ciertas modalidades, la solucion formulada a granel se puede esterilizar ademas
filtrando a través de un filtro de membrana con un tamafio de poro absoluto de no mas que
o aproximadamente de 0.22 micras, por ejemplo de o aproximadamente 0.1 o 0.2 micras.

En ciertas modalidades, para un sellado adecuado la solucién puede dispensarse

asépticamente en recipientes finales, con muestras tomadas para prueba.
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B. Adicién de alcohol

[0277] Ventajosamente, se encontrd que, para los propdsitos de fraccionar los productos de
la sangre (por ejemplo, lalp, factor H, IgG, albumina) del plasma, la adicién de alcohol por
un método que dispersa finamente o que dispersa rapidamente el alcohol en el.', punto de
adicidn, resulta en la pérdida reducida de los rendimientos de IgG. Sin estar limit?do por la
teoria, durante la adicion de fluido a una fraccion de plasma, la sobreconcentracion local
transitoria de alcohol en la entrada de fluido puede conducir a la desnaturalizacién 'y
pérdida irreversible de la proteina y/o precipitacién de un factor de la sangre durante las
etapas en la que el factor de la sangre debe permanecer en el sobrenadante. Ademas, estos
efectos se pueden amplificar cuando es necesario que se adicionen grandes cantidades de
alcohol, como en purificaciones a escala industrial que implican el fraccionamiento de al
menos 100 | de plasma mezclado.

[0278] En una modalidad, el alcohol se adiciona en una o mas etapas de precipitacion por
un método que finamente dispersa el alcohol sobre un area deslocalizada. Por ejemplo, €l
alcohol se puede adicionar a una etapa de fraccionamiento atomizando en la superficie del
recipiente o deposito que contiene la fraccion de plasma. Por consiguiente, en un aspecto
de los métodos proporcionados en la presente descripcién, una o mas etapas de
precipitacion se llevan a cabo por la adicién de alcohol por aerosol. En ciertas
modalidades, la adicion de aerosol puede llevarse a cabo usando cualquier dispositivo de
presion, tal como un contenedor (por ejemplo, un frasco de aerosol), que tiene un cabezal o
una boquilla de aerosol y se acciona manualmente o automaticamente para generar una
niebla fina a partir de un liquido. En ciertas modalidades, la adicion de aerosol se.realiza
mientras el sistema se agita continuamente o de otro modo se mezcla para asegurar una
distribucion rapida y equitativa del liquido dentro del sistema.

[0279] En otra modalidad, el alcohol se adiciona en una o mas etapas de precipitacion por
un método que dispersa rapidamente el alcohol en el punto de adicion. Por ejemplo, el
alcohol se puede adicionar desde abajo del recipiente o depdsito que contiene la fraccion de

plasma, directamente adyacente a un aparato de agitacion (por ejemplo, una hélice). En
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ciertas modalidades, se realiza la adicion de fluido en una entrada directamente adyacente a
un aparato de agitacion mientras. el sistema se agita continuamente o de otro modo se
mezcla para asegurar una distribucion rapida y equitativa del liquido dentro del sistema.

C. Ajuste del pH
[0280] Los perfiles de precipitacion de proteina de las fracciones plasmaticas son altamente
dependiente del pH de la solucion en la que las proteinas del plasma estan siendo
precipitadas. Este hecho se ha explotado por los cientificos del fraccionamiento de
proteinas del plasma desde la introduccion de los métodos de Cohn y Oncley en 1946 y
1949, respectivamente. Tradicionalmente, el pH de una fraccion de plasma se ajusta antes
de la adicién de alcohol para facilitar la recuperacion mas alta de los rendimientos para el
componente(s) de interés. Ventajosamente, se encontrd ahora que ajustando el pH de la
solucién directamente después de la adicion de alcohol o concomitante con la adicién de
alcohol resulta en una precipitacion mas definida y reproducible. Se encontré que la
adicion de etanol a fracciones de plasma resultan en fluctuaciones en el pH de la solucién,
generalmente aumentando el pH de la soluciéon. Como tal, ajustando €l pH de una fré‘_ccién
de plasma a un pH predeterminado antes, pero no después de la adicion de alcohbl, la
reaccidn de precipitacion se producira en un pH no éptimo.
[0281] Del mismo modo, la precipitacion de proteinas a partir de una fraccién de plasma
afectara el ambiente electrostatico y alterara de ese modo el pH de la solucion. Como
consecuencia, cuando un evento de precipitacion se permite que avance, el pH qle la
solucién comenzara a divergir a partir del valor pH predeterminado que se permite para la
méxima recuperacion de las especies de proteinas de interés. Esto es verdadero
especialmente para los eventos de precipitacién en los que una gran fraccion de la prof_eina
que se precipita, eventos de precipitacion en los que se usa un alto contenido de alcohol, y
eventos de precipitacion que requieren un largo periodo de incubacion.
[0282] Como consecuencia, en un aspecto de los métodos proporcionados en la presente
descripcion, el pH de una fraccién de plasma se ajusta directamente después de la adicion

de alcohol. En modalidades relacionadas, el pH puede ajustarse antes y después de la
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adicién de alcohol, o durante y después de la adicion de alcohol, o antes, durante y después
de la adicion de alcohol. En una modalidad relacionada, el pH de una solucién se djusta
continuamente durante uno o mas eventos de precipitacion o incubaciones con alcohol. En
ciertas modalidades, el pH de una solucién se ajusta 0 mantiene continuamente mientras el
sistema se agita continuamente o‘de otro modo se mezcla para asegurar una distribucion
rapida y equitativa del agente modificador del pH dentro del sistema.

[0283] Similar al caso de la adicion de alcohol fluido, se encontré ahora que la adjci()n
fluido de grandes volumenes de un agente modificador del pH puede provocar variaciones
transitorias del pH local, resultando en la desnaturalizacion o precipitacién indeseada de
proteinas. Como consecuencia, en una modalidad de los métodos proporcionados en la
presente descripcion, los agentes modificadores del pH se pueden introducir en una o mas
etapas de fraccionamiento del plasma por un método que dispersa finamente o que dis15ersa
rapidamente el alcohol en el punto de adicion.

[0284] En una modalidad, un agente modificador del pH se adiciona en una o més etapas
de un método que dispersa finamente el agente modificador del pH sobre un 4rea
deslocalizada. Por ejemplo, el agente modificador del pH se puede adicionar a una etapa
atomizando sobre la superficie del recipiente o dep6sito que contiene la fraccion de plasma.
En otra modalidad de los métodos proporcionados en la presente descripcion, el pH de una
fraccion de plasma o etapa de precipitacion se puede ajustar por la adicién de aerosol de un
agente modificador del pH. En ciertas modalidades, la adicién de aerosol puede realizarse
usando cualquier dispositivo de presion, tal como un contenedor (por ejemplo, un frasgzo de
aerosol), que tiene un cabezal o una boquilla de aerosol y se acciona manualmegte o
automaticamente para generar una niebla fina a partir de un liquido. En ciertas
modalidades, la adicién de aerosol se realiza mientras el sistema se agita continuamente o
de otro modo se mezcla para asegurar una distribucion rdpida y equitativa del liquido
dentro del sistema.

[0285] En otra modalidad, un agente modificador del pH se adiciona en una o mas efapas

de un método que dispersa rapidamente el agente modificador del pH en el punﬁo de
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adicion. Por ejemplo, un agente modificador del pH se puede adicionar desde abajo del
recipiente o deposito que contiene la fraccion de plasma, directamente adyacente a un
aparato de agitacion (por ejemplo, una hélice). En ciertas modalidades, la adicién de fluido
en una entrada directamente adyécente a un aparato de agitacion se realiza mientras el
sistema se agita continuamente o de otro modo se mezcla para asegurar una distribucion
rapida y equitativa del liquido dentro del sistema.

[0286] En aun otra modalidad, un agente modificador del pH se adiciona en una o mas
etapas rociando un agente modificador del pH so6lido sobre un érea deslocalizada en la
superficie de la fraccion de plasma. En ciertas modalidades, la adicion por este: medio se
realiza mientras el sistema se agita continuamente o de otro modo se mezcla para asegurar
una distribucién rapida y equitativg del agente modificador del pH dentro del sistema.

IV.  Composiciones del inhibidor Inter-alfa (Ialp)

[0287] En un aspecto, la presente invencién proporciona composiciones Ialp preparadas de
acuerdo con un método descrito en la presente invenciéon. En una modalidad, Ialp se
prepara a partir de materiales de otro modo desechados durante la fabricacién de un
producto comercial de la sangre derivado de plasma, por ejemplo IgG o albﬁminé. En una
modalidad, se proporciona una composicion Ialp, en donde Ialp se extrae de una Fraccion I,
Fraccién IV-1, Fraccion 114111, o precipitado de la Fraccion I+II+III, un precipitado del
precipitado A o precipitado B de Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion
T1+I11.

[0288] La Ialp como se describe en esta invencién se puede formular en preparaciones
farmacéuticas para uso terapéutico. La proteina purificada se puede disolver en las
soluciones convencionales de amortiguadores acuosos fisiologicamente compatibles a los
que se les puede adicionar, opcionalmente, excipientes farmacéuticos para proporcionar
preparaciones farmacéuticas.

[0289] Tales vehiculos y excipientes farmacéuticos de ese modo como formulaciones
farmacéuticas adecuadas se conocen bien en la materia (ver por ejemplo "Pharmaceutical

Formulation Development of Peptides and Proteins”, Frokjaer y otros, Taylor & Francis
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(2000) o "Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 3™ edicion, Kibbe y otros,
Pharmaceutical Press (2000)). En particular, la composicion farmacéutica que comprende
la variante de polipéptido de la invencion se puede formular en forma liofilizada o soluble
estable. La variante de polipéptido se puede liofilizar por una variedad de procedimientos
conocidos en la materia. Las formulaciones liofilizadas se reconstituyen antes de su uso
mediante la adicién de uno o més diluyentes farmacéuticamente aceptables tales como agua
estéril para inyeccion o solucion salina fisioldgica estéril.

[0290] Las formulaciones de la composicion se entregan al individuo por cualquier medio
de administracion farmacéuticamente adecuado. Diversos sistemas de administracién son
conocidos y se pueden usar para administrar la composicién por cualquier via conveniente.
En una modalidad, las composiciones de la invencion se administran sistémicamente. Para
el uso sistémico, la Talp de la invencion se formula para la entrega parenteral (por ejemplo
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar intracerebral, o
intranasal) o enteral (por ejemplo, oral, vaginal o rectal) de acuerdo con los métodos
convencionales. En una modalidad, Ialp se formula para la entrega de depdsito subcutaneo.
En atn otras modalidades, Ialp se formula para la entrega intranasal o administracidn
mediante inhalacion. Las formulaciones se pueden administrar por infusion continua o por
inyeccion en bolo. Algunas formulaciones abarcan sistemas de liberacién lenta. Las vias
de administracion preferidas dependeran de la indicacion a tratar, gestionar o prevenir. Por
ejemplo, en una modalidad, en donde Ialp se administra para el tratamiento de la sepsis, la
via de administracion preferida sera parenteral. En una modalidad especifica, en donde
Ialp se administra para el tratamiento de la sepsis, la via de administracién serd intravenosa.
Un médico experto sera capaz de determinar facilmente la via de administracion preferida
para la afliccion particular a tratar, gestionar o prevenir.

A. Composiciones acuosas

[0291] En un aspecto, la presente invencion proporciona composiciones acuosas de Ialp
derivadas de plasma que se preparan mediante el fraccionamiento de plasma a partir de

materiales de otro modo desechados durante la preparacién de otros productos de la sangre
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comercialmente importantes. Lds composiciones acuosas de Ialp preparadas por los
métodos proporcionados en la presente descripcion tendrén alto contenido y pufeza de Ialp.
Por ejemplo, las composiciones de lalp proporcionas en la presente descripcion puede tener
una concentracion de proteina de al menos aproximadamente 3% (p/v) y un éontenido de
lalp de mayor que aproximadamente 90% de pureza.

[0292] En una modalidad, se proporcionan las composiciones acuosas de lalp que se
preparan a partir de una torta de filtro de la Fraccién II+III. En una modalidad, se
proporciona una composicion acuosa de lalp que se prepara por un método que comprende
las etapas de: (i) extraer lalp dé una torta de filtro de la Fraccion II+III, (ii) realizar
opcionalmente una primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de
la composicién de Ialp, (iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para
precipitar Ialp de la composicién, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de
cromatografia de intercambio idnico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de
cromatografia de afinidad a heparina; y (vi) realizar opcionalmente al menos una etapa de
inactivacion o eliminacion viral, preparando de ese modo una composicién acuosa de Ialp.
[0293] En una modalidad preferida, se proporciona una composicion de Ialp que se prepara
por un método que comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccion
plésmética crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente
6% vy aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y
aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y un primer sobrehadante; (b)
precipitar Jalp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacién, con entre
aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aprc;ximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado; (c) re-
suspender el segundo precipitado para formar una suspension; (d) mezclar diéxido de
silicio finamente dividido (SiO,) con la suspension de la etapa (c); (e) filtrar la suspension
con un papel de filtro, formando de ese modo una torta de filtro y un sobrenadante; y (f)
extraer Jalp de la torta de filtro con un amortiguador de extraccién de lalp, preparando de

ese modo una composicion acuosa de Jalp.
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[0294] En ciertas modalidades, Ialp se extrae de la torta de filtro por re-circulacion de uh
amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene la torta de ﬁltroi.
Generalmente, el amortiguador de extraccién sera re-circulado a través de la torta de filtro
durante entre aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 2 horas. En una modalidac;l
preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de la torta de filtro
durante entre aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una
modalidad maés preferida, el amoﬁiguador de extraccion serd re-circulado a través de la
torta de filtro durante entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos.
En otra modalidad preferida, el amortiguador de extraccion serd re-circulado a través de la
torta de filtro durante aproximadamente 30 minutos. En otras modalidades, el
amortiguador de extraccién sera re-circulado a través de la torta de filtro por al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, S5, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.

[0295] En otra modalidad, se proporcionan las composiciones acuosas de lalp que se
preparan de un precipitado de la Fraccion 1. En una modalidad, se proporciona una
composicion acuosa de Ialp que se prepara por un método que comprende las etapas de: (i)
extraer lalp de un precipitado de la Fraccion I, (ii) realizar opcionalmente una primera
etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicion de IaIp,.
(iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacién para precipitar lalp de la
composicién, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
intercambio i6nico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; y (vi) realizar al menos una etapa de inactivacion o eliminacién viral,
preparando de ese modo una composicion acuosa de Ialp.

[0296] En una modalidad preferida, se porporcionan las composiciones acuosas de lalp que
se preparan de un precipitado de la Fraccion I. En una modalidad particularmente
preferida, se proporciona una composicion de Ialp que se prepara por un método que
comprende las etapas de: (a) precipitar lap de una fracciéon plasmatica crio-pobre, en una

primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de:
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alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un
primer precipitado y un primer sobrenadante; (b) extraer Ialp del precipitado, con un
amortiguador de extraccién de Ialp, preparando de ese modo una composicién acudsa de
lalp.

[0297] En ciertas modalidades, lalp se extrae del precipitado de la Fraccién 1 por re-
circulacién de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene el
precipitado de la Fraccion 1. Generalmente, el amortiguador de extraccion sera re-circulado
a través del precipitado de la Fraccién I durante entre aproximadamente 5 minutos y
aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el amortiguador de extraccion sera
re-circulado a través de la precipitado de la Fraccién I durante entre aproximadamente 10
minutos y aproximadamente 60 minutos. En una modalidad mas preferida, el amortiguador
de extraccién sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion I durante entre
aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos. En otra modalidad
preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la
Fraccién I durante aproximadamente 30 minutos. En otras modalidades, €l amortiguador
de extraccién sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion I por al menos
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, ?O, 95,
100, 105, 110, 115, 120, o mas minutos.

[0298] En otra modalidad, se proporcionan las composiciones acuosas de lalp que se
preparan de un precipitado de la Fraccién IV-1. En una modalidad, se proporciona una
composicion acuosa de Jalp que se prepara por un método que comprende las etapas de: (i)
extraer lalp de un precipitado de la Fraccion IV-1, (ii) realizar opcionalmente una }?rimera
etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicién de lalp,
(iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para precipitar Iafp de la
composicion, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatogréfia de
intercambio i6nico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; y (vi) realizar al menos una etapa de inactivacién o eliminacion viral,

preparando de ese modo una composicion acuosa de lalp. . 00N (o0
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[0299] En una modalidad preferida, se proporcionan las composiciones acuosas de Ialp que
se preparan de un precipitado de la Fraccion IV-1. En una modalidad paﬁiculmmente
preferida, se proporciona una composicién de Ialp que se prepara por un método que
comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en
una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aprO)ltimadamente
10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para
obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; (b) precipitar proteinas del primer
sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 20% y
aproximadamente 25% de alcbhol a un pH de entre aproximadamente 6.7 vy
aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado y un segundo sobrenadante; (c)
precipitar lalp del segundo sobrenadante, en una tercera etapa de precipitacion, con entre
aproximadamente 18% vy aproximadamente 23% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un tercer precipitado y un tercer
sobrenadante; y (d) extraer Ialp del tercer precipitado con un amortiguador de extracciéon de
lalp, preparando de ese modo una composicion acuosa de Ialp.

[0300] En ciertas modalidades, lalp se extrae del precipitado de la Fraccién IV-1 por re-
circulacién de un amortiguador de extraccidn a través de un papel de filtro que contiene el
precipitado de la Fraccion IV-1. Generalmente, el amortiguador de extraccidn serd re-
circulado a través del precipitado de la Fraccion IV-1 durante entre aproxima}_damente 5
minutos y aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el amortiguador de
extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion IV-1 durante entre
aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una modalidad mas
preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la
Fraccién IV-1 durante entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos.
En otra modalidad preferida, el amortiguador de extraccion serd re-circulado a través del
precipitado de la Fraccion IV-1 durante aproximadamente 30 minutos. En otras

modalidades, el amortiguador de extraccion serd re-circulado a través del precipitado de la
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Fraccién IV-1 por al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, o mas minutos.

[0301] En una modalidad, se proporcionan las composiciones acuosas de I;aIp que se
preparan de un precipitado de la Fracci(')n [I+III. En una modalidad, se propérciona una
composicion acuosa de Ialp que se prepara por un método comprende las etapas de: (i)
extraer lalp de un precipitado de la Fraccion II+II1, (ii) realizar opcionalmente una primera
etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicion de Ialp,
(iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para precipitar lalp de la
composicion, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
intercambio i6nico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; y (vi) realizar opcionalmente al menos una etapa de inactivacion o
eliminacién viral, preparando de ese modo una composicién acuosa de Ialp.

[0302] En una modalidad preferida, se proporciona una composicion de lalp que se prepara
por un método comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccién de plasma
crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% vy
aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadameﬁ_te 70 y
aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; (b)
precipitar Jalp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitaci()n,; con entre
aproximadamente 20% vy aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado; y (c)
precipitar lalp del primer sobrenadante con un amortiguador de extracciéﬁ de lalp,
preparando de ese modo una composicion acuosa de Ialp.

[0303] En ciertas modalidades, Ialp se extrae de un precipitado de la Fraccion II+II por re-
circulacion de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene el
precipitado de la Fraccion II+III. Generalmente, el amortiguador de extraccion sera re-
circulado a través del precipitado de la Fraccion II+III durante entre aproximadamente 5
minutos y aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el amortiguador de

extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion II+III durante entre
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" aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una modalidad mas

preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la
Fraccion II+1HI durante entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos.
En otra modalidad preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a tl'ravés del
precipitado de la Fraccion II+HI durante aproximadamente 30 minutos. En otras
modalidades, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la
Fraccién II+I1I por al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, SQ, 55, 60,
65, 70,75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.

[0304] En una modalidad, se proporcionan las composiciones acuosas de lalp que se
preparan de un precipitado A o B del precipitado de Kistler y Nitschmann. En una
modalidad, se proporciona una composicion acuosa de Ialp que se prepara por un método
comprende las etapas de: (i) extraer lalp de un precipitado A o precipitado B, (ii) realizar
opcionalmente una primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de
la composicién de lalp, (iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacién para
precipitar lalp de la composicion, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de
cromatografia de intercambio i6nico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de
cromatografia de afinidad a heparina; y (vi) realizar opcionalmente al menos una etapa de
inactivacion o eliminacion viral, preparando de ese modo una composicién acuosa de iaIp.
[0305] En ciertas modalidades, lalp se extrae de un precipitado de la Fraccion I, Fraccion
IV-1, Fraccion II+1II, o Fraccién I+II+I11, un precipitado del precipitado A o precipitado B
de Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion II+III por la adicién de un
amortiguador de extraccion de lalp, que se puede usar para re-suspender el precipitado de
la Fraccién 1, Fraccion IV-1, o Fraccion II+111, precipitado del precipitado A o precipjtado
B de Kistler y Nitschmann, o torta de filtro de la Fraccion II+1II en una relacion de 1 parte
de precipitado para entre aproximadamente 25 partes y aproximadamente 30 parteé del
amortiguador de extracciéon. En otras modalidades, Ja relacion de resuspension es de 0
aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:40, o de aproximadamente 1:8 a

aproximadamente 1:30, o de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:20, o de
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aproximadamente 1:12 a aproximadamente 1:18, o de aproximadamente 1:13 a
aproximadamente 1:17, o de aproximadamente 1:14 a aproximadamente 1:16. En ciertas
modalidades, la relacion puede aproximadamente 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11,
1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27,
1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33,‘ 1:34, 1:35, 1:36, 1:37, 1:38, 1:39, 1:40, o superior. En
una modalidad preferida, Ialp se extrae por re-circulacion del amortiguador de e>_l(traccic')n a
través de un filtro o filtro de papel que contiene un precipitado de la Fraccion I: Fraccién
IV-1, Fraccién II+II1, o Fraccion I+II+I11, un precipitado del precipitado A o précipitado B
de Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion II+I1I.

[0306] En ciertas modalidades, se proporciona una composicién acuosa de IaIp, en donde
la composicién de lalp se prepara usando un método de purificacion descrito en la presente
invencion, en donde el método comprende la adiciéon de una o més soluciones, que se
pueden introducir de otro modo en una fraccién de plasma por adiciéon de fluido, por un
método que finamente dispersa o que dispersa rapidamente la solucién en el punto de
adicién. Por ejemplo, en ciertas modalidades el método comprendera la introduccién del
alcohol (por ejemplo, etanol) por atomizacion en una fraccidon de plasma. En otras
modalidades, las soluciones que se pueden adicionar por atomizacién a una fraccion de
plasma incluyen, sin limitacion, una solucién modificadora de pH, una solucién de
solvente, una solucion de detergente, un amortiguador de dilucién, una solucién
modificadora de la conductividad, y similares. En una modalidad, una o més etapas de
precipitacion con alcohol se realizan mediante la adicion de alcohol a una fraccién de
plasma por atomizacion. En una segunda modalidad preferida, una o mas etabas de ajuste
de pH se realizan mediante la adicion de una solucién modificadora de pH a una fraccion
de plasma por atomizacién.

[0307] En ciertas modalidades, se proporciona una composicién acuosa de lalp que se
prepara por un método de purificacion descrito en la presente invencion, en donde el
método comprende ajustar el pH de una fraccién de plasma que se precipita después y/o

concomitante con la adicion del agente de precipitacion (por ejemplo, alcohol o
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polietilenglicol). En algunas modalidades, se mantiene el pH de una fraccién de plasma
que se precipita activamente durante toda la etapa de incubacién o retencién de la
precipitacion mediante el monitoreo continuo y ajuste del pH. En una modalidad el ajuste
del pH de una solucion se realiza mediante la adicion de aerosol de una solucién
modificadora de pH.

[0308] En una modalidad, la presente invencién proporciona composiciones acuosas de
Ialp que comprenden una concentracion de proteina de entre aproximadamente 0.1 g/l y
aproximadamente 250 g/l. En ciertas modalidades, la concentracion de:proteina de la
composicion de lalp es entre aproximadamente 0.1 g/l y aproximadamente 50 g/l, o entre
aproximadamente 0.5 g/l y aproximadamente 25 g/l, o entre aproximadmente 1 gly
aproximadamente 10 g/l, o entre aproximadamente 50 g/l y aproximadamente 200 g/l, o
entre aproximadamente 70 g/l y aproximadamente 150 g/l, o entre aproximadamente 90 g/l
y aproximadamente 120 g/I, o entre aproximadamente 30 g/l y aproximadamente 70 g/l, o
aproximadamente 40 g/l y aproximadamente 60 g/l o cualquier concentracién adecuada
dentro de estos intervalos, por ejemplo aproximadamente 0.1 g/l, 0.2 g/, 0.3 g/, 0.4 g/l, 0.5
g/1,0.6g1,0.7g/1,08¢g/1,09g11¢g12g13¢gl 4gl5¢gl6gl7g/l8¢gh9gl 10
g/1, o aproximadamente 15 g/, 20 g/l, 25 g/1, 30 g/1, 35 g/1, 40 g/1, 45 g/1, 50 g/1, 55 g/1, 60
g/l, 65 g/, 70 g/, 75 g/1, 80 g/1, 85 g/1, 90 g/, 95 g/, 100 g/1, 105 g/1, 110 g/, 115 g/1, 120
g/l, 125 g/1, 130 g/1, 135 g/1, 140 g/1, 145 g/1, 150 g/1, 155 g/1, 160 g/1, 165 g/l, 170 g/1, 175
g/l, 180 g/1, 185 g/1, 190 g/1, 195 g/, 200 g/1, 205 g/1, 210 g/1, 215 g/1, 220 g/l, 225 g/1, 230
g/l, 235 g/l, 240 g/, 245 g/l, 250 g/l, o superior. En una modalidad preferida, las
composiciones de lalp que tienen altas concentraciones de proteina tendran ademas altos
niveles de pureza. En una modalidad, al menos 90% de la proteina en la composicion sera
lalp. En una modalidad preferida, al menos 95% de la proteina en la composicion serda
Talp.

[0309] Los métodos proporcionados en la presente descripcion permiten la preparacion de
las composiciones de lalp que tienen muy altos niveles de pureza. En una mbdalidad, al

menos aproximadamente 90% de la proteina total en una composicién proporcionada en la
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presente descripcion serd lalp. En una modalidad preferida, al menos aproximadamente
95% de la proteina total en una composicion proporcionada en la presente descripcibn sera
lTalp. En otras modalidades, al menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, o mas de la proteina total de la composicidn serd Iaij. En
una modalidad preferida, al menos 96% de la proteina total de la composicion sera Jalp. En
una modalidad preferida, al menos 97% de la proteina total de la composicién sera Idlp. En
otra modalidad preferida, al menos 98% de la proteina total de la composicion seré lalp.
En otra modalidad preferida, al menos 99% de la proteina total de la composicidon sera Ialp.
B. Composiciones farmacéuticas

[0310] En un aspecto, la presente‘ invencién proporciona composiciones farmacéuticas de
lalp derivada de plasma que se preparan mediante el fraccionamiento de plasma de
materiales que de otro modo se desechan durante la preparacion de otros productos de la
sangre comercialmente importantes. Las composiciones farmacéuticas de Ialp preparadas
por los métodos proporcionados en la presente descripcion tendran alto contenido y pureza
de Talp. Por ejemplo, las composiciones de Ialp proporcionadas en la presente descripcion
pueden tener una concentracion de proteina de al menos aproximadamente 1% (p/v) y un
contenido de Ialp mayor que aproximadamente 90% de pureza. Estas composiciones y
formulaciones farmacéuticas de IéIp de alta pureza son adecuadas para la administracion
terapéutica. En ciertas modalidades, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la
presente descripcién constaran de formulaciones acuosas de lalp formuladas para la
administracion terapéutica. En otras modalidades, las composiciones farmacéuticas
proporcionadas en la presente degcripcién constaran de formulaciones liofilizadas de lalp
formuladas para la administracion terapéutica después de la reconstitucion con agua para
inyeccion (WFI) o un liquido biologicamente compatible, por ejemplo, una solucion salina
0 amortiguadora.

[0311] En una modalidad, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente
descripcion se preparan formulando una composicion acuosa de lalp aislada usando un

método proporcionado en la presente descripcion. Generalmente, la ruta de fabricacion
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para la composicién formulada incluird al menos una, preferentemente al 1%nenos dos, con la
maxima preferencia al menos tres, etapas de inactivacidn o eliminacion vi:ral. Ejemplos no
limitativos de etapas de inactivacion o eliminacién viral que se pueden;emplea.r con los
métodos proporcionados en la presente descripcion incluyen, el tratamiento con detergente
solvente (Horowitz y otros, Blood Coagul Fibrinolysis 1994 (5 suplemeﬂto 3):S21-S28 y
Kreil y otro, Transfusion 2003 (43):1023-1028, ambas se incorporan expresamente en la
presente descripcion como referencia en su totalidad para todos los propositos),
nanofiltraciéon (Hamamoto y otros, Vox Sang 1989 (56)230-236 y Yuasa y otros , J Gen
Virol. 1991 (72 (pt 8)):2021-2024, ambas se incorporan expresamente en la presente
descripcion como referencia en su totalidad para todos los propésitos); y bajo pH de
incubacién a altas temperaturas (Kempf y otros, Transfusion 1991 (31)423-427 y Louie y
otros, Biologicals 1994 (22):13-19).

[0312] En una modalidad, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de Ialp que se
preparan a partir de una torta de filtro de la Fraccién II+IIl. En una modalidad, se
proporciona una composicion farmacéutica de Ialp que se prepara por un método que
comprende las etapas de: (i) extraer Ialp de una torta de filtro de la Fraccion II+II1 , (ii)
realizar opcionalmente una primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una
impureza de la composicion de lalp, (iii) realizar opcionalmente una segunda ctapa de
precipitacion para precipitar lalp de la composicidn, (iv) realizar opcionalmente al menos
una etapa de cromatografia de intercambio idnico, (v) realizar opcionalmente al menos una
etapa de cromatografia de afinidad a heparina; (vi) realizar al menos una etapa de
inactivacion o eliminacién viral; y (vii) liofilizar opcionalmente la composicion de Ialp,
preparando de ese modo una composicion farmacéutica de Ialp.

[0313] En una modalidad preferida, se proporciona una composicion farmacgutica de Ialp
que se prepara por un método que comprende las etapas de: (a) precipitar prbteinas de una
fraccion de plasma crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre
aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre

aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y un
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primer sobrenadante; (b) precipitar Ialp del primer sobrenadante, en una éegunda etapa de
precipitacién, con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25%‘. de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para forrfilar un segundo
precipitado; (c) re-suspender el segundo precipitado para formar una I: suspension; (d)
mezclar dioxido de silicio finamente dividido (SiO,) con la suspensiéon dei_la etapa (¢); (e)
filtrar la suspension con un papel de filtro, formando de ese modo una torta de filtro y un
sobrenadante; (f) extraer lalp de la torta de filtro con un amortiguador de extraccién de
lalp; (g) realizar al menos una etapa de inactivaciéon o eliminacién viral; y (h) liofilizar
opcionalmente la composicion, preparando de ese modo una composicién farmacéutica de
lalp.

[0314] En ciertas modalidades, lalp se extrae de la torta de filtro por re-circulacién de un
amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene la torta de filtro.
Generalmente, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de la torta de filtro
durante entre aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 2 horas. En una modalidad
preferida, el amortiguador de extraccion serd re-circulado a través de la torta de filtro
durante entre aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una
modalidad mas preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de la
torta de filtro durante entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos.
En otra modalidad preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de la
torta de filtro durante aproximadamente 30 minutos. En otras modalidades, el
amortiguador de extraccion serd re-circulado a través de la torta de filtro por al menos
aproximadamente S, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.

[0315] En otra modalidad, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de Ialp que se
preparan de un precipitado de la Fraccion I. En una modalidad, se proporciona una
composicion farmacéutica de lalp- que se prepara por un método comprende las etapas de:
(i) extraer lalp de un precipitado de la Fraccion 1, (ii) realizar opcionalmente una primera

etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la compﬁ'bciﬁ'}b%eg[alp,
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(1ii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para precipitar Ialp dé la
composicion, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
intercambio iénico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; (vi) realizar al menos una etapa de inactivacion o eliminacién viral; y
(vii) liofilizar opcionalmente la composicion de lalp, preparando de ese modo una
composicion farmacéutica de Ialp.

[0316] En una modalidad preferida, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de
Talp que se preparan de un precipitado de la Fracciéon 1. En una modalidad particularmente
preferida, se proporciona una cdmposicic’m de lalp que se prepara por un método que
comprende las etapas de: (a) precipitar lalp de una fraccion de plasma crio-pobre, en una
primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de
alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un
primer precipitado y un primer éobrenadante; y (b) extraer lalp del precipitado con un.
amortiguador de extraccion de lalp; y (c) realizar al menos una etapa de inactivacion o.
eliminacion viral, preparando de ese modo una composicion farmacéutica de Ialp.

[0317] En ciertas modalidades, Ialp se extrac del precipitado de la Fraccién I por re-
circulaciéon de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene el -
precipitado de la Fraccion I. Generalmente, el amortiguador de extraccion seré re-circulado
a través del precipitado de la Fraccion I durante entre aproximadamente S minutos y
aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el amortiguador de extraccion sera
re-circulado a través del precipitado de la Fraccién 1 durante entre aproximadamente 10
minutos y aproximadamente 60 minutos. En una modalidad mas preferida, el amortiguador
de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccién I durante entre
aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos. En otra modalidad
preferida, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la
Fraccion I durante aproximadamente 30 minutos. En otras modalidades, el amortiguador

de extraccion serd re-circulado a través del precipitado de la Fraccién 1 por al menos
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aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.

[0318] En otra modalidad, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de IaIi) que se
preparan de un precipitado de la Fraccion IV-1. En una modalidad, se proporcilona una
composicion farmacéutica de lalp que se prepara por un método que comprende las etapas
de: (1) extraer Ialp de un precipitado de la Fraccion IV-1, (ii) realizar opcionalmente una
primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicion de
Ialp, (iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para precipitar Ialp de
la composicién, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatogtafia de
intercambio idnico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; y (vi) realizar al menos una etapa de inactivacion o eliminaci(:m viral,
preparando de ese modo una composicion farmacéutica de la composicion de Ialp.

[0319] En una modalidad preferida, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de
lalp que se preparan de un precipitado de la Fracciéon IV-1. En una modalidad
particularmente preferida, se proporciona una composicién de Ialp que se prepara por un
método que comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccién de plasma
crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y
aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente | 70 y
aproximadamente 7.5 para obtenér un primer precipitado y un primer sobrenadante; (b)
precipitar proteinas del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacion, con
entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado y un
segundo sobrenadante; (c) precipitar Ialp del segundo sobrenadante, en una tercera étapa de
precipitacién, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 23% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un tercer precipitado
y un tercer sobrenadante; y (d) extraer lalp del tercer precipitado con un amortiguador de

extraccion de Ialp, preparando de ese modo una composicion farmacéutica de lalp.
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[0320] En ciertas modalidades, Ialp se extrae del precipitado de la Fraccién IV-1 por re-
circulaciéon de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que contiene el
precipitado Fraccion IV-1. Generalmente, el amortiguador de extraccion serd re-circulado
a través de un precipitado de la Fraccion IV-1 durante entre aproximadamente 5 minutos y
aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el amortiguador de extraccién sera
re-circulado a través de un precipitado de la Fraccion IV-1 durante entre aproxif_nadamente
10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una modalidad més preferida, el
amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de un precipitado de la Fraccion IV-1
durante entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 40 minutos. En otra
modalidad preferida, el amortiguador de extraccién serda re-circulado a través de un
precipitado de la Fraccion 1V-1 durante aproximadamente 30 minutos. En otras
modalidades, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través de un precipitado de
la Fraccion IV-1 por al menos aproximadamente 35, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.

[0321] En una modalidad, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de lalp que se
preparan de un precipitado de la Fraccion II+III. En una modalidad, se proporciona una
composicion farmacéutica de lalp que se prepara por un método comprende las etapas. de:
(i) extraer lalp de un precipitadé de la Fraccion II+IIl, (ii) realizar opcionalme.nte una
primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de la composicion de
lalp, (iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacidn para precipitar Talp de
la composicién, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
intercambio i6nico, (v) realizar opcionalmente al menos una etapa de cromatografia de
afinidad a heparina; y (vi) realizar opcionalmente al menos una etapa de inactivacion o
eliminacion viral, preparando de ese modo una composicion farmacéutica de la
composicion de alp.

[0322] En una modalidad preferida, se proporciona una composicion de Ialp que se prepara
por un método que comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccion de

plasma crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y
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aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y
aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; i(b)
I

precipitar Ialp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacion, con eAtre
aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo precipitado; y (c)
precipitar Ialp del primer sobrenadante con un amortiguador de extraccion de Ialp,
preparando de ese modo una composicidon farmacéutica de lalp.

[0323] En ciertas modalidades, lalp se extrae a partir de una precipitado de la Fraccién
II+HI por re-circulacion de un amortiguador de extraccion a través de un papel de filtro que
contiene el precipitado de la Fraccion II+II1. Generalmente, el amortiguador de extraccion
serd re-circulado a través del precipitado de la Fraccion II+III durante entre
aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 2 horas. En una modalidad preferida, el
amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion II+III
durante entre aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 60 minutos. En una
modalidad mas preferida, el amortiguador de extraccidon sera re-circulado a través del
precipitado de la Fraccién II+III durante entre aproximadamente 20 minutos y
aproximadamente 40 minutos. En otra modalidad preferida, el amortiguador de extraccién
sera re-circulado a través del precipitado de la Fraccion II+1II durante aproximadamente 30
minutos. En otras modalidades, el amortiguador de extraccion sera re-circulado a través del
precipitado de la Fraccién II+III por al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 0 mas minutos.
[0324] En una modalidad, se proporcionan las composiciones farmacéuticas de Ialp que se
preparan de un precipitado A o precipitado B de Kistler y Nitschmann. En una modalidad,
se proporciona una composicion acuosa de Jalp que se prepara por un método comprende
las etapas de: (i) extraer Ialp de un precipitado A o precipitado B, (ii) realizar
opcionalmente una primera etapa de precipitacion para precipitar al menos una impureza de
la composicién de Ialp, (iii) realizar opcionalmente una segunda etapa de precipitacion para

precipitar Jalp de la composicion, (iv) realizar opcionalmente al menos una etapa de
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cromatografia de intercambio idnico, (v) realizar opcionalmente al menos una' etapa de
cromatografia de afinidad a heparina; y (vi) realizar opcionalmente al menos una etapa de
inactivacion o eliminacion viral, preparando de ese modo una composicién famaééutica de
Ialp.

[0325] En ciertas modalidades, lalp se extrae de un precipitado de la Fraccion I, I‘Fraccién
IV-1, Fraccion II+111, o Fraccién I+1I+I11, un precipitado del precipitado A o precipitado B
de Kistler y Nitschmann, o una torta de filtro de la Fraccion II+III por la adicién de un
amortiguador de extraccién del Factor H, que se puede usar para re—suspénder el
precipitado de la Fraccion 1, Fraccion IV-1, o Fraccion II+]111, precipitado del precipitado A
o precipitado B de Kistler y Nitschmann, o torta de filtro de la Fraccion II+III‘ en una
relacion tipica de 1 parte de precipitado para entre aproximadamente 25 partes y
aproximadamente 30 partes del amortiguador de extraccién. En otras modalidades, la
relacion de resuspension es de o aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:40, o de
aproximadamente 1:8 a aproximadamente  1:30, o de aproximadamente .1:10 a
aproximadamente 1:20, o de aproximadamente 1:12 a aproximadamente 1:18, o de
aproximadamente 1:13 a aproximadamente 1:17, o de aproximadamente 1:14 a
aproximadamente 1:16. En ciertas modalidades, la relacion puede ser aproximadamente
1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20,
1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, 1:31, 1:32, 1:33, 1:34, 1:35, 1:36,
1:37, 1:38, 1:39, 1:40, o superior. En una modalidad preferida, lIalp se extrae por re-
circulacion del amortiguador de extraccion a través de un filtro o filtro de papel que
contiene el precipitado de la Fraccion 1, Fraccion IV-1, o Fraccion II+1II, precipitado del
precipitado A o precipitado B de Kistler y Nitschmann, o torta de filtro de la Ffaccién
II+I11. En una modalidad preferida, Ialp se extrae por re-circulacion del amortiguador de
extraccion a través de un filtro o filtro de papel que contiene el precipitado Fracé:ién I
Fraccion IV-1, o Fraccion II+11I, precipitado del precipitado A o precipitado B de Kistler y

Nitschmann, o torta de filtro de la Fraccién II+II1.
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[0326] En ciertas modalidades, se proporciona una composicion farmacéi‘gtica de Ialp, en
donde la composicion de lalp se prepara usando un método de purificacién descrito en la
presente invencion, en donde el método comprende la adicién de una o méé soluciones que
de otro modo se pueden introducir en una fraccion de plasma mediante la adicion de fluido,
por un método que finamente dispersa o que dispersa rapidamente la solucidn en el punto
de adicion. Por ejemplo, en ciertas modalidades el método comprendera la introduccion del
alcohol (por ejemplo, etanol) por atomizacion en una fraccién de plasma. En otras
modalidades, las soluciones que se pueden adicionar por atomizacion a una fraccién de
plasma incluyen, sin limitaciéon, una solucién modificadora de pH, una solucién de
solvente, una solucion de detergente, un amortiguador de disolucién, una solucion
modificadora de la conductividad, y similares. En una modalidad preferida, una o mas
etapas de precipitacion con alcohol se realizan por la adicién del alcohol por atomizacion a
una fracciéon de plasma. En una segunda modalidad preferida, una o més etaﬁas de ajuste
de pH se realizan por la adicion de una soluciéon modificadora de pH por atomiZacién a una
fraccion de plasma.

[0327] En ciertas modalidades, se proporciona una composicion farmacéutica de Ialp que
se prepara por un método de purificacion descrito en la presente invencion, en donde el
método comprende ajustar el pH de una fraccion de plasma que se precipita después y/o
concomitante con la adicion del agente de precipitacion (por ejemplo, -alcohol o
polietilenglicol). En algunas modalidades, el pH de una fraccién de plasma que se precipita
activamente durante toda la etapa de incubacion o retencion de la precipitaciéon mediante el
monitoreo continuo y ajuste del pH. En una modalidad el ajuste del pH de una solucién se
realiza mediante la adicidn de aerosol de una solucion modificadora de pH.

[0328] En una modalidad, la presente invenciéon proporciona las composiciones
farmacéuticas de Ialp que comprenden una concentracién de proteina de entre
aproximadamente 10 g/l y aproximadamente 250 g/l. En ciertas modalidades, la
concentracion de proteina de la composicion de lalp es entre aproximadamente 50 g/l y

aproximadamente 200 g/l, o entre aproximadamente 70 g/l y aproximadamente 150 g/l, o
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entre aproximadamente 90 g/l y aproximadamente 120 g/1, o entre aproximadamente 30 g/l
y aproximadamente 70 g/l, o aproximadamente 40 g/l y aproximadamente 1160 g/l, o
cualquier concentracion adecuada dentro de estos intervalos, por ejemplo aproxirﬁadamente
10 g/1, 15 g/1, 20 g/1, 25 g/1, 30 g/1, 35 g/1, 40 g/1, 45 g/1, 50 /1, 55 g/1, 60 g/l, 65 g/1, 70 g/l,
75 g/l, 80 g/l, 85 g/l, 90 g/1, 95 g/1, 100 g/1, 105 g/, 110 g/l, 115 g/1, 120 g/l, 125 g/1, 130
g/l, 135 g/l, 140 g/1, 145 g/, 150 g/1, 155 g/1, 160 g/1, 165 g/1, 170 g/1, 175 g/1, 180 g/, 185
g/l, 190 g/1, 195 g/1, 200 g/, 205 g/, 210 g/1, 215 g/1, 220 g/l, 225 g/, 230 g/l, 235 g/1, 240
g/l, 245 g/l, 250 g/l, o superior. En una modalidad preferida, las composiciones de Ialp que
tienen altas concentraciones de proteina tendran ademas altos niveles de pureza. En una
modalidad, al menos 90% de la proteina en la composicién sera lalp. En una modalidad
preferida, al menos 95% de la proteina en la composicion sera Ialp.

[0329] Los métodos proporcionados en la presente descripcién permiten la preparacion de
las composiciones de Ialp que tienen muy altos niveles de pureza. En una modalidad, al
menos aproximadamente 90% de la proteina total en una composicion proporcionada en la
presente descripcion sera lalp. En una modalidad preferida, al menos aproximadamente
95% de la proteina total en una composicion proporcionada en la presente descripcion sera
lalp. En otras modalidades, al menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, o mas de la proteina total de la composicion sera lalp. En
una modalidad preferida, al menos 96% de la proteina total de la composicion sera lalp. En
una modalidad preferida, al menos 97% de la proteina total de la composicion sera lalp. En
otra modalidad preferida, al menos 98% de la proteina total de la composicion sera Ialp.
En otra modalidad preferida, al menos 99% de la proteina total de la composicion sera Ialp.
[0330] Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente descripcion
tipicamente comprendera uno o més agentes de amortiguacion o agentes estabilizadores del
pH adecuados para la administracion intravenosa, subcutanea, y/o intramuscular. Los
ejemplos no limitativos de agentes de amortiguaciéon adecuados para formular una
composicion de Ialp proporcionados en la presente descripcion incluyen glicina, histidina,

u otros aminoacidos, sales similares a citrato, fosfato, acetato, glutamato, tartrato, benzoato,
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lactato, gluconato, malato, succinato, formato, propionato, carbonato, o cualquier
combinacion de los mismos ajustados a un pH apropiado. Generalmente, el agente de
amortiguacién sera suficiente para mantener un pH adecuado en la formulacién durante un
periodo de tiempo prolongado.

[0331] En algunas modalidades, la concentracion del agente de amortiguacién en la
formulacion serd entre aproximadamente S mM y aproximadamente 500 mM. En ciertas
modalidades, la concentracion del agente de amortiguaciéon en la formulacién sera
aproximadamente 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 mM o superior.

[0332] En ciertas modalidades, el pH de la formulacién sera entre aproximadamente pH 4.0
y pH 8.0.

[0333] En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas proporcionadés en la
presente descripcion opcionalmente pueden comprender ademas un agente para ajustar la
osmolaridad de la composicion. Los ejemplos no limitantes de agentes de osmolaridad
incluyen manitol, sorbitol, glicerol, sacarosa, glucosa, dextrosa, levulosa, fructosa, !actosa,
polietilenglicoles, fosfatos, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio,
gluconoglucoheptonato de calcio, sulfona de dimetilo, y similares.

[0334] En algunas modalidades, las formulaciones proporcionadas en la presente
descripcion tendrdn osmolaridades que son comparables con la osmolaridad fisioldgica,
aproximadamente 285 a 295 mOsmol/kg (Lacy y otros, Drug Information Handbook —
Lexi-Comp 1999:1254. En ciertas modalidades, la osmolaridad de la formulacién sera entre
aproximadamente 200 mOsmol/kg y aproximadamente 350 mOsmol/kg, preferentemente
entre aproximadamente 240 y aproximadamente 300 mOsmol/kg. En modalidades
particulares, la osmolaridad de la formulacién sera aproximadamente 200 mOsmol/kg, o
210 mOsmol/kg, 220 mOsmol/kg, 230 mOsmol/kg, 240 mOsmol/kg, 245 mOsmol/kg, 250
mOsmol/kg, 255 mOsmol/kg, 260 mOsmol/kg, 265 mOsmol/kg, 270 mOsmol/kg, 275
mOsmol/kg, 280 mOsmol/kg, 285 mOsmol/kg, 290 mOsmol’kg, 295 mOsmol/kg, 300

mOsmol/kg, 310 mOsmol/kg, 320 mOsmol/kg, 330 mOsmol/kg, 340 mOsmol/kg, 340
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mOsmol/kg, 6 350 mOsmol/kg. En aun otra modalidad, la osmolaridad de la formulacién
sera mayor, por ejemplo entre aproximadamente 200 mOsmol/kg y aproximadamente 1000
mOsmol/kg, o aproximadamente 400 mOsmol/kg, 450 mOsmol/kg, 500 mOsmol/kg, 550
mOsmol/kg, 600 mOsmol/kg, 650 mOsmol/kg, 700 mOsmol/kg, 750 mOsmol/kg, 800
mOsmol/kg, 850 mOsmol/kg, 900 mOsmol/kg, 950 mOsmol/kg, 1000 nﬁOsmol/kg, 0
superior.

[0335] Las formulaciones de Ialp proporcionadas en la presente descripcién son
generalmente estables en forma liquida durante un periodo de tiempo prolongado. En
ciertas modalidades, las formulaciones son estables por al menos aproximadamente 3 meses
a temperatura ambiente, o al menos aproximadamente 4, 5,6, 7, 8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40,41,42, 43,44, 45, 46, 47, 48 meses 0 mas a temperatura ambiente. La formulacion sera
ademds generalmente estable por al menos aproximadamente 18 meses en condiciones de
refrigeracién (tipicamente entre aproximadamente 2°C y aproximadamente 8°C), o por al
menos aproximadamente 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54, 57, 60 meses 0 mas
en condiciones de refrigeracién.

[0336] En otras modalidades, las formulaciones de lalp proporcionadas en la presente
descripcion son generalmente estables en forma liofilizada durante un periodo de tiempo
prolongado. En ciertas modalidades, las formulaciones son estables por al menos
aproximadamente 3 meses a temperatura ambiente, o al menos aproximadamente 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 meses a temperatﬁra ambiente.
La formulacién serd ademas generalmente estable por al menos aproximadamente 18 meses
en condiciones de refrigeracion (tipicamente entre aproximadameﬁte 2°C y
aproximadamente 8°C), o por al menos aproximadamente 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45,
48, 51, 54, 57, 6 60 meses en cond'iciones de refrigeracion.

[0337] En un aspecto, la presente invencién se dirige ademds a las compqsiciones que

contienen Ialp purificada de acuerdo con la presente invencion y se administra un vehiculo
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farmacéuticamente aceptable para la administracion sistémica u ocular local a un mamifero
que lo necesita. Las composiciones pueden comprender ademdas compuestos terapéuticos
adicionales que pueden ser utiles en el tratamiento de la sepsis, tal como por ejemplo
antibidticos. Las composiciones terapéuticas se formulan de acuerdo conl. los métodos
conocidos en la materia para la via de administracién en particular deseada.

[0338] De acuerdo con los métodos de la presente invencidon, se administra una
composicion que comprende lalp purificada de acuerdo con los métodos descritos en la
presente invenciéon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la administracion
sistémica o local a un mamifero que lo necesita.

V. Métodos de tratamiento

[0339] En aun otros aspectos, es un objetivo de la invencién proporcionar métodos para
tratar los trastornos y enfermedades asociados con la funcién de Ialp o disfuncién de Ialp
reducida administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de lalp
proporcionada en la presente descripcion. En una modalidad, la enfermedad o trastorno
asociado con la funcién de Ialp o disfuncion de lalp reducida es la sepsis.

[0340] En una modalidad, la presente invencién proporciona una dosis terapéuticamente
eficaz de una composicion de lalp preparada por un método descrito en la presente
invencion para el uso en un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
funcién de Jalp o disfuncién de Ialp reducida en un sujeto que lo necesita. En una
modalidad, la enfermedad o trastorno asociado con la funcion de Ialp o disfuncion de lalp
reducida es la sepsis.

[0341] En otro aspecto, es un objetivo de la invencidn proporcionar métodos para tratar
enfermedades y trastornos asociados con la actividad aumentada de Sel‘il’l:a proteasa
plasmatica administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de Ialp
proporcionada en la presente deséripcién. En una modalidad, la enfermedad o trastorno
asociado a la actividad aumentada de serina proteasa plasmatica se selecciona a partir de la
sepsis, choque séptico, choque endotoxico, coagulacion intravascular diseminada,

fibroproliferacion, intoxicacion por antrax, metastasis de cancer, lesion de tejido durante la
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cirugia, enfermedad de rifién, enfermedad vascular, coagulacion, diabetes, e inflamacion
sistémica.
[0342] En una modalidad, la presente invencién proporciona una dosis terapéuticaniente
eficaz de una composicion de lalp preparada por un método descrito en la presente
invencion para el uso en un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado C(Z)n la
actividad aumentada de serina proteasa plasmatica en un sujeto que lo necesita. En una
modalidad, la enfermedad o trastorno asociado a la actividad aumentada de serina proteasa
plasmatica se selecciona de sepsis, choque séptico, choque endotoxico, coagulacion
intravascular diseminada, fibroproliferacion, intoxicacion por antrax, metastasis de cancer,
lesion de tejido durante la cirugia, enfermedad de rifion, enfermedad vascular, coagulacion,
diabetes, e inflamacion sistémica.

A. Administraciéon
[0343] De acuerdo con la presente invencidn, el tiempo necesario para completar un curso
del tratamiento se puede determinar por un médico y se puede extender tan corto como un
dia a mas de un mes. En ciertas modalidades, un curso de tratamiento puede ser de 1 a 6
meses.
[0344] Una cantidad eficaz de una preparacion de lalp se administra al sujeto por cualquier
medio adecuado para el tratamiento de la enfermedad o trastorno. Por ejemplo, en ciértas
modalidades, lalp se pueden administrar por medio intravenoso, subcuténeo, 'y/o
intramuscular. En una modalidad preferida, se proporciona un método para tratar la sepsis
en un sujeto que lo necesita que comprende la administracién intravenosa (IV) de una
composicion de lalp al paciente.
[0345] En ciertas modalidades, las composiciones de Ialp proporcionadas en la pres{snte
descripcion se pueden administrar sistémicamente o localmente. La administracion
sistémica incluye: vias de administracion oral, subdérmica, intraperitoneal, subcutéﬁea,
transnasal, sublingual o rectal. La administracion local incluye: vias de administracion

topica, subcutanea, intramuscular e intraperitoneal.
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[0346] En ciertas modalidades, el término “cantidad eﬁcaz*_’ se refiere a una cantidad de
una preparacion de lalp que resulta en una mejoria o restauracién de la enfermedad o
afeccién en el sujeto. Una cantidad eficaz a ser administrada al sujeto se puede determinar
por un médico con el examen de las diferencias individuales én edad, peso, enfermedad o
afeccion a tratarse, gravedad de la enfermedad y respuesta a la terapia. En ciertas
modalidades, una preparacién de lalp se puede administrar a un sujeto en dosis de
aproximadamente 5 mg/kilogramo a aproximadamente 2000 mg/kilogramo por
administracién. En ciertas modalidades, la dosis puede ser al menos aproximadamente 5
mg/kg, o al menos aproximadamente 10 mg/kg, o al menos aproximadamente 20 mg/kg, 30
mg/kg, 40 mg/kg, 50 mg/kg, 60 mg/keg, 70 mg/kg, 80 mg/kg, 90 mg/kg, 100 mg/kg, 125
mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 250 mg/kg, 300 mg/kg, 350 mg/kg, 400 mg/kg,
450 mg/kg, 500 mg/kg, S50 mg/kg, 600 mg/kg, 650 mg/kg, 700 .'rng/kg, 750 mg/kg, 800
mg/kg, 850 mg/kg, 900 mgrkg, 950 mg/kg, 1000 mg/kg, 1100 mg/kg, 1200 mg/kg, 1300
mg/kg, 1400 mg/kg, 1500 mg/kg, 1600 mg/kg, 1700 mg/kg, 1800 mg/kg, 1900 mg/kg, o al
menos aproximadamente 2000 mg/kg. La dosificaciéon y frecuencia del tratamiento con
Ialp dependera de, entre otros factores, la enfermedad o afeccion que se trata y la gravedad
de la enfermedad o afeccion en el paciente.

VI.  Modalidades especificas

[0347] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicion de lalp del plasma enriquecida, el método que comprende las etapas de: (a)
proporcionar una fraccién de plasma crio-pobre; (b) precipitar Ialp de la fraccion de plasma
crio-pobre en al menos una priméra reaccion de precipitacion con etanol para formar un
precipitado que contiene lalp; y (c) extraer lalp del precipitado que contiene Ialp, formando
de ese modo una composicion de lalp enriquecida; en donde el precipitado de Ialp se
selecciona del grupo que consiste de una torta de filtro de la Fraccion II+II1, un precipitado
de la Fraccién 1, un precipitado de.la Fraccion I+II+II1, un precipitado de la Fraccion II+111,
Fraccion IV-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, y un precipitado B de Kistler-

Nitschmann.
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[0348] En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para preparar una
composicion enriquecida de inhibidor inter-alfa (Talp) del plasma, el rigétodo comprende las
etapas de: (i) formar un precipitado de la Fraccion II+III a partir de un";a muestra de plasma,;
(i1) re-suspender el precipitado de la Fraccion II+III para formar una suspensién de la
Fraccion II+111; (iii) contactar la Suspensic’m de la Fraccién II+III con una fase sélida para
eliminar Jalp de la suspension de la Fraccion II+111; y (iv) extraer Ialp a partir de la fase
sélida, preparando de ese modo una composicion de Ialp enriquecida.

[0349] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la fase s6lida
comprende dioxido de silicio finamente dividido (SiO2).

[0350] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriof‘mente, el método
comprende las etapas de: (a) precipitar proteinas de una fraccién de plasma crio-pobre, en
una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente
10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para
obtener un primer precipitado y un primer sobrenadante; (b) precipitéﬁr Ialp del primer
sobrenadante, en una segunda etapa de precipitacién, con entre aproximadamente 20% y
aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre aproxime;damente 6.7 vy
aproximadamente 7.3 para formaf un segundo precipitado; (c) re-suspender el segundo
precipitado para formar una suspension; (d) mezclar didxido de silicio finamente dividido
(S102) con la suspension de la etapa (c); (e) filtrar la suspensién con un papel de filtro,
formando de ese modo una torta de filtro y un sobrenadante; y (f) extraer Ialp a partir de la
torta de filtro con un amortiguador de extraccion de lalp, preparando de ese modo una
composicidn de Ialp enriquecida.

[0351] En un aspecto, la presente invencién proporciona un método par{_a preparar una
composicion enriquecida de inhibidor inter-alfa (Ialp) del plasma, el método.comprende las
etapas de: (a) precipitar Ialp de una muestra de plasma para obtener un precipitado, (b)
extraer Ialp del precipitado con un amortiguador de extraccion de Ialp, preparando de ese

modo una composicion de lalp enriquecida, en donde el precipitado es una Fraccion I,
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Fraccién I+II+III, Fraccion II+III, Fraccion IV-1, precipitado del precipitado A, o
precipitado B.

[0352] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la etapa para
formar un precipitado de la Fracciéon I comprende precipitar Ialp de una fraccicim de plasma
crio-pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y
aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y
aproximadamente 7.5 para obtener un precipitado de la Fraccion 1.

[0353] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, en donde Ialp se
extrae de un precipitado de la Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de: (a)
precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en una primera etapa de
precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de alcohol a un pH
de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un primer precipitado y
un primer sobrenadante; (b) precipitar proteinas del primer sobrenadante, en una segunda
etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de
alcohol a un pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un
segundo precipitado y un segundo sobrenadante; (c) precipitar Jalp del segundo
sobrenadante, en una tercera etapa de precipitacién, con entre aproximadamente 18% vy
aproximadamente 23% de alcohol a un pH de entre aproximadament_e 50 a
aproximadamente 5.5 para formar un tercer precipitado y un tercer sobrenadapte; y (d)
extraer Jalp del tercer precipitado con un amortiguador de extraccion de lalp, preparando de
ese modo una composicion de lalp enriquecida.

[0354] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, en donde Ialp se
extrae de un precipitado de la Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de: (a)
precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en una primera etapa de
precipitacion, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 23% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.2 para obtener un primer
precipitado y un primer sobrenadante; (b) precipitar lalp del primer sobrenadante, en una

segunda etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 25%

000110



10

15

20

25

110

de alcohol a un pH de entre aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un
segundo precipitado y un segundov sobrenadante; y (c) extraer Ialp del segundo precipitado
con un amortiguador de extraccion de lalp, preparando de ese modo uné composicion de
Ialp enriquecida.

{0355] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, Ialp se extrae de
mas de una fraccién del precipitadb.

[0356] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicidn enriquecida de inhibidor inter-alfa (lalp) a partir del plasma, el método
comprende las etapas de: (a) fraccionar una unica alicuota de plasma para obtener las
composiciones enriquecidas de al menos dos productos de sangre distintos de Ialp; (b)
extraer lalp de al menos dos fracciones de desecho diferentes creadas durante el
fraccionamiento del plasma con uno o mas amortiguadores de extraccion; y (¢) mezclar las
fracciones de Ialp extraidas, preparando de ese modo una composicion de Ialp enriquecida.
[0357] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el plasma se
fracciona para obtener composiciones enriquecidas de inmunoglobulinas IgG y albumina.
[0358] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el plasma se
fracciona para obtener al menos tres productos de la sangre distintos de Ialp.

[0359] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el método
comprende adicionalmente la etapa de: (g) precipitar impurezas de la composicién de Ialp
enriquecida, en una etapa de precipitacion adicional, formando de ese modo un
sobrenadante que contiene lalp.

[0360] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la etapa de
precipitacion adicional comprende la precipitacién con entre aproximadamente 10% vy
aproximadamente 19% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 6.0 vy
aproximadamente 8.0.

[0361] En un aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para preparar una
composicién de Jalp enriquecida a partir del plasma, el método comprende las etapas de:

(a) extraer Jalp de una fraccién de plasma seleccionada del grupo que consiste de una torta
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de filtro de la Fraccion II+III, un precipitado de la Fraccion I, precipitado de la Fraccién
I+11+11I, precipitado de la Fracciéon IT+II1, precipitado de la Fraccion IV-1, precipitado del
precipitado A, o precipitado del precipitado B; y (b) precipitar impurezas de la composicién
de Ialp enriquecida, en una etapa de precipitacion adicional, preparando de ese modo una
composicion de Jalp enriquecida.

[0362] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el método
comprende adicionalmente la etapa de: (h) precipitar lalp, en una etapa de precipitacion
adicional. |

[0363] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, Ialp se precipita
con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de entre
aproximadamente 6.0 y aproximadamente 8.0.

[0364] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el método
comprende adicionalmente las etapas de: (g) unir lalp de la composicion de Ialp
enriquecida a una resina de intercambio anidnico; y (h) eluir el Talp de la resina de
intercambio anidnico con un amortiguador de elucién, formando de ese modo un primer
eluato que contiene lalp.

[0365] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el método
comprende adicionalmente las etapas de: (i) unir Ialp del primer eluato a una resina de
afinidad a heparina; y (j) eluir el lalp de la resina de afinidad a heparina con un
amortiguador de elucién, formando de ese modo un segundo eluato que contiene Ialp.
[0366] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el lalp presente ya
sea en el primer o segundo eluato se enriquece adicionalmente.

[0367] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, al menos una de
las etapas de precipitacion comprende la adicion de aerosol con alcohol.

[0368] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, todas las etapas de
precipitacién comprenden la adicion de aerosol con alcohol.

[0369] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el pH de la

solucion se modifica después de la adicion de alcohol en al menos una de la primera etapa
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de precipitacion, segunda etapa de precipitacion, o tercera etapa'l, de precipitacion por la
adicion de un agente modificador del pH.

[0370] En una modalidad de los métodos proporcionados anteri_:ormente, el pH de la
solucion se modifica después de la adicién de alcohol en todas las 1‘ctapas de precipitacion
por la adicién de un agente modificador del pH.

[0371] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormiente, la adicién de un
agente modificador del pH comprende la adicion de aerosol de una éolucién modificadora
de pH.

[0372] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el pH de una etapa
de precipitacion se modifica antes y después de la adicion de alcohol, durante y después de
la adicion de alcohol, o antes, durante, y después de la adicion de alcohél.

[0373] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente; el pH de una etapa
de precipitacion se mantiene durante toda la etapa de precipitacion .mediante el ajuste
continuo del pH.

[0374] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la etapa de extraer
Ialp comprende re-circular un amortiguador de extraccion de Jalp a través de un papel de
filtro que contiene un fraccién de plasma seleccionada del grupo que con"lsiste de una torta
de filtro de la Fraccion II+II1, una Fraccidn I, Fraccion I+II+111, Fraccién II+III, Fraccion
IV-1, precipitado del precipitado A, o precipitado B.

[0375] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el amortiguador
de extraccion de lalp se re-circula a través del filtro de papel por al menos
aproximadamente 10 minutos.

[0376] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el amortiguador
de extraccion de lalp se re-circula a través del filtro de papel por al menos
aproximadamente 30 minutos.

[0377] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el amortiguador
de extraccion de Ialp comprende tener un pH de al menos aproximadamente ‘0.3 unidades

diferentes a partir del punto isoeléctrico de al menos una proteina Jalp.
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[0378] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicién enriquecida de inhibidor inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el .‘método
comprende las etapas de: (a) extraer lalp de un precipitado formado durante el
fraccionamiento del plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene lalp y Factor H; (b)
unir el Jalp y Factor H a una resina de intercambio anidnico; (¢) eluir el Factor H de la
resina con un primer amortiguador de elucién; y (d) eluir el Ialp de la resina con un
segundo amortiguador de elucidn, preparando de ese modo una composicion de Ialp
enriquecida.

[0379] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para preparar una
composicién enriquecida de inhibidor inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el n;létodo
comprende las etapas de: (a) extraer lalp de un precipitado formado durante el
fraccionamiento del plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene lalp y Factor H; (b)
unir el lalp a una resina de intercambio anionico en condiciones donde el Factor H no se
liga a la resina de intercambio anidnico; y (c) eluir el Ialp de la resina con un amortiguador
de elucidn, preparando de ese modo una composicion de lalp enriquecida.

[0380] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, el método
comprende adicionalmente las etapas de: (e) unir el Ialp en la composiciéon de Ialp
enriquecida a una columna de afinidad a heparina; y (f) eluir el Ialp de la columna de
afinidad a heparina.

[0381] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la composicién de
Jalp enriquecida se somete adicionalmente al menos a una etapa de inactivacion viral.
[0382] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la etapa de
inactivacion viral comprende el tratamiento con un solvente y/o detergente, nanofiltracion,
tratamiento térmico, o incubacion a bajo pH.

[0383] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, se aisla una
especie simple de proteina inhibidor Inter-alfa (Ialp).

[0384] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la especie de lalp

es el inhibidor de tripsina Inter-alfa (1al). - 00011 A
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[0385] En una modalidad de los métodos proporcionados antetriormente, la especie de Ialp

es el inhibidor Pre-alfa (Pal).

{0386] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la especie de lalp
se aisla por un método de afinidad a anticuerpo.

[0387] En un aspecto, la presente invencién proporciona una solucién acuosa de lalp
preparada por un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.
[0388] En una modalidad de las soluciones de Ialp proporcionadas anteriormente, al menos
90% del contenido de proteina de la solucién es Ialp.

[0389] En un aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica de
lalp preparada por un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.
[0390] En una modalidad de las composiciones farmacéuticas de Ialp proporcionadas
anteriormente, al menos 95% del contenido de proteina de la solucion es Ialp.

[0391] En una modalidad de las composiciones farmacéuticas de Ialp proporcionadas
anteriormente, la composicion se formula para la administracién intravenosa.

[0392] En una modalidad de las composiciones farmacéuticas de Ialp proporcionadas
anteriormente, la composicién comprende una formulacion liofilizada de Talp.

[0393] En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para tratar una
enfermedad o trastorno asociado con la disfuncion de Ialp en un sujeto que lo necesita, el
método comprende administrar una dosis terapéuticamente eficaz de una composicion de
Ialp preparada por un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.
[0394] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la enfermedad o
trastorno asociado con la disfuncion de lalp es la sepsis.

[0395] En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar a
enfermedad o trastorno asociado con la actividad aumentada de serina proteasa.plasmatica
en un sujeto que lo necesita, el método que comprende administrar una dosis
terapéuticamente eficaz de una composicion de Ialp preparada por un método de acuerdo

con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.
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[0396] En una modalidad de los métodos proporcionados anteriormente, la enfermedad o
trastorno asociado con la actividad aumentada de serina proteasa plasmatica se selecciona
del grupo que consiste de sepsis, choque séptico, choque endotdxico, coagulacion
intravascular diseminada, fibroproliferacion, intoxicacién por 4ntrax, metastasis de cancer,
lesién de tejido durante la cirugia, enfermedad de rifion, enfermedad vascular, coagulacion,
diabetes, e inflamacion sistémica.

VII. Ejemplos

[0397] Los ejemplos siguientes se proporcionan sélo en forma de ilustracién y no en forma -
de limitacién. Aquellos expertos en la materia reconoceran facilmente una variedad de
parametros no criticos que se pueden cambiar o modificar para producir los mismos
resultados o esencialmente similares.

Ejemplol

[0398] Para determinar un esquema econdémicamente beneficioso para la fabricacion del
inhibidor Inter-alfa (Ialp) a partir de una muestra de plasma, que permite la recuperacion de
los factores adicionales de la sangre a partir de la misma muestra de plasma, una gran
cantidad de plasma humano mezclado se someti6 al fraccionamiento industrial de acuerdo
con el esquema definido en el diagrama de flujo mostrado en la Figura 2. El destino de Ialp
en el proceso de fraccionamiento industrial se siguié mediante inmunoelectrotransferencia
usando un anticuerpo especiﬁco‘ para la subunidad pequefia, bikunina. Debido a la
diferencia de tamafio entre Ial y Pal, el anticuerpo anti-bikunina permiti6 la identificacion
de ambas proteinas en el proceso de fraccionamiento, que se distinguen en funcién de su
migracion en el gel SDS-PAGE (Figura 3).

[0399] Como se observa en la Figura 3, una mayoria de lalp presente en la muestra de
plasma mezclada se fracciond en tres fracciones principales, el precipitado de la Fraccion I,
la torta de filtro del precipitado de la Fraccion II + 111, y el precipitado de la Fraccion IV-1.
Ventajosamente, todas estas fracciones tipicamente se desechan durante la fabricacion de
IgG (precipitado de la Fraccion I y torta de filtro de la Fraccion II+II) y de albimina

(precipitados de la Fraccion I y Fraccion IV-1). Como tal, se postuléd que Ial y Pal se
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pueden purificar a partir de estas fracciones, sin modificaciéon en los procesos de
fabricacion de IgG y albumina.

Ejemplo 2

[0400] EI presente ejemplo describe los experimentos realizados para determinar la
factibilidad de extraer lalp de una torta de filtro de la Fraccion II+III. En resumen, la torta
de filtro de la Fraccion I1+111 del fraccionamiento de plasma realizado en el Ejemplo 1 se
disolvié en un amdrtiguador de extraccion de lalp (25 mM de Tris (pH 8.0); 5 mM de
EDTA; 200 mM de NaCl) en una relacién de 25:1 (ml amortiguador: g de torta de filtro).
La solucion de proteina disuelta se clarificd mediante centrifugacién y filtracién a través de
un filtro de 0.45 um. La conductividad de la suspension resultante se ajusté después
diluyendo la solucion 3:1 con el amortiguador de extraccion de baja salinidad (25 mM de
Tris (pH 8.0); 5 mM de EDTA).

[0401] La suspension clarificada de la torta de filtro de la Fraccion II+III se cargd después
sobre una columna cromatografica de DEAE-sefarosa equilibrada con un amortiguador de
baja salinidad (25 mM de Tris; S mM de EDTA; 50 mM de NaCl; pH 8.0). Un gradiente
lineal de 50 mM de NaCl a 500 mM de NaCl (25 mM de Tris; S mM de EDTA; NaCl; pH
8.0) se usé después para eluir el Ialp de la columna DEAE-sefarosa, cuyo eluato se recogio
fraccionadamente como se mostrd por el cromatograma en la Figura 4A. Las muestras de
las fracciones de eluato se analizaron por andlisis de inmunoelectrotransferencia (Figuras
4B y 4C) para determinar que lalp eluy6é de la columna de intercambio anidnico en el
tercero de los tres picos principales.

[0402] EI tercer pico de elucién de la elucién en la cromatografia de DEAE-sefarosa, que

contiene lalp, se mezclé en funcién del cromatograma y realizdé el analisis de gel,

concentrd, y la conductividad se redujo mediante el cambio de amortiguador. La solucidn

de Jalp se cargd entonces en una columna de cromatografica de Heparina-sefarosa
equilibrada con un amortiguador de baja salinidad (25 mM de Tris (pH 8.0); 5 mM de
EDTA,; 50 mM de NaCl). Un gradiente lineal de 50 mM de NaCl a 500 mM de NaCl (25

mM de Tris (pH 8.0); S mM de EDTA; NaCl) se usé después para eluir el [alp de la
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columna de DEAE-sefarosa, cuyo eluato se recogi6 fraccionadamente como se mostré por
el cromatograma en la Figura SA. Las muestras de las fracciones de eluato se analizaron
por andlisis de inmunoelectrotransferencia. Como se puede observar en la Figura 5B, Ialp
eluyé de la columna de Heparina-sefarosa en un solo pico, lo que proporciona una
composicion pura de Jalp.

Ejemplo3

[0403] Para ayudar con el escalado industrial para la purificacién de lalp después de la
extraccion, se inventd un esquema de purificacion alternativo que sustituye la elucion por
gradiente de sal de las columnas de cromatografia con una serie de eluciones por etapas que
son mas susceptibles a un proceso de fabricacion a gran escala. En resumen, una
composicion lalp extraida de una torta de filtro de la Fraccion II+III, como se describe en el
Ejemplo 2, se cargé en una columna de DEAE-sefarosa equilibrada con un amortiguador de
baja salinidad (25 mM de Tris; 5 mM de EDTA; 65 mM de NaCl; pH 8.0). La
conductividad de la carga fue similar a la del amortiguador de equilibrio (aproximadamente
9 mS/cm). Después de la carga, la columna se lavé con el amortiguador que contiene 65
mM de NaCl por 5 volumenes de columna (CV) para eliminar las impurezas de proteinas
no ligadas. Las fracciones de flujo continuo contienen muy poco lalp, como se muestra en
los resultados de inmunoelectrotransferencia de la Figura 7C.

[0404] En una primera etapa de elucion, la concentracion de sal del amortiguador (25 mM
de Tris (pH 8.0); 5 mM de EDTA; NaCl) se aumentd a 100 mM de NaCl (conductividad
12.6 mS/cm) por 5 CV para eluir el Factor H enlazado a la columna. La concentracién de
sal del amortiguador se aumento después a 155 mM de NaCl (conductividad 18 mS/cm) por
6 CV para eluir de la columna las impurezas de proteina enlazadas. El andlisis de
inmunoelectrotransferencia muestra que esta fraccién de lavado intermedio contiene poco
Talp (Figura 7C). lalp se eluyd después de la columna aumentando la concentracion de sal
de la columna a 230 mM de NaCl (conductividad de aproximadamente 25 mS/cm). lalp
sali6 de la columna en un pico agudo seguido de un hombro, como se observa en el

cromatograma proporcionado en la Figura 7A. El gel SDS-PAGE correspondiente teflido
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con Coomassie (Figura 7B) e inmunoelectrotransferencia (Figura 7C) muestran que la
mayoria del Factor H esta en el pico. Las principales fracciones de lalp a partir de la
elucion con 230 mM de NaCl se mezclaron entre si.

[0405] Para reducir la concentracion de sal de las fracciones de Ialp mezcladas, la muestra
se dializ6 contra el amortiguador de baja salinidad para reducir la conductividad a
aproximadamente 8§ mS/cm (aproximadamente 50 mM de NaCl). La muestra se pasé
después a través de un filtro de 0.45 um para eliminar cualquier particula. La muestra
filtrada se cargd después en una columna de cromatografia de Heparina-sefarosa
equilibrada. con un amortiguador de baja salinidad (25 mM de Tris (pH 8.0); 5 mM de
EDTA; 50 mM de NaCl). Después de la carga, la columna se lavé con amortiguador que
contiene 50 mM de NaCl por S volumenes de columna (CV) para eliminar las impurezas de
proteina no ligada. Las fracciones de flujo continuo contienen muy poco lalp, como se
muestra en los resultados de inmunoelectrotransferencia de la Figura 8C.

[0406] En una primera etapa de elucion, la concentracién de sal del amortiguador (25 mM
de Tris; S mM de EDTA; NaCl; pH 8.0) se aumenté a 80 mM de NaCl para eluir Ialp de la
columna. El andlisis de SDS-PAGE (Figura 8 B) e inmunoelectrotransferencia (Figura 8C)
muestra que la mezcla resultante de lalp contiene algunas impurezas de bajo peso
molecular que se pueden eliminar por cromatografia de exclusion molecular,
ultrafiltracion/diafiltracion, y otros bien conocidos en la materia. Una segunda etapa de
elucidn se realizé con el amortiguador que contiene 107 mM de NaCl y se eluy6 de la
columna otro pico de lalp. Esta fraccion no tuvo ninguna de las impurezas detectadas.
Este método se puede modificar para optimizar el proceso. En una modalidad, todo el Ialp
se puede eluir en una Unica etapa,v por ejemplo con una Ginica elucion con el amortiguador
que contiene mas de 80 mM de NaCl. La carga y el lavado se pueden realizar todavia a 50
mM de NaCl, y la elucién del Factor H puede hacerse, por ejemplo, con el amortiguador
que contiene 107 mM de NaCl. Un lavado prolongado a 50 mM de NaCl o a una
concentracion de sal por debajo de 80 mM de NaCl se puede adicionar después de cargar en

un intento de eliminar de la mezcla de Ialp las impurezas mas débilmente ligadas.
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[0407] Las anteriores etapas de cromatografia pueden modificarse para usar sistemas de
amortiguador distintos de Tris’EDTA a pH 8. Estos procesos se pueden adaptar para
amortiguadores y soluciones comuUnmente usadas en la fabricacién de productos
biofarmacéuticos. Un ejemplo es un esquema de purificacion usando amortiguador de
fosfato a pH 7. El parametro clave para la purificacion exitosa es la manipulacion de la
conductividad o fuerza idnica para lograr la separacion del compuesto deseado. Si el pH
del sistema amortiguador se mantiene en pH 8, la conductividad de los amortiguadores de
elucién debe ajustarse al proceso de purificacion descrito aqui. Si el pH del sistema
amortiguador se cambia, serd necesario algun ajuste de la fuerza idénica que se puede hacer
con técnicas estandares usadas en la optimizacion de procesos cromatogréficos.

[0408] Se entiende que los ejemplos y modalidades descritas en la presente descripeion son
para propositos ilustrativos solamente y que, a la luz de lo anterior, varias modificaciones o
cambios seran sugeridos a las personas expertas en la materia y deben incluirse dentro del
espiritu y ambito de esta solicitud y alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas las
publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en la presente descripcion se

incorporan en la presente como referencia en su totalidad para todos los propositos.
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REIVINDICACIONES:

1. Un método para preparar una composicion de lalp enriquecida a
partir de plasma, el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar una fraccién de plasma crio-pobre;

(b) precipitar lalp de la fraccion de plasma crio-pobre con al menos una
primera reaccién de precipitacion con etanol para formar un precipitado que contiene Ialp;
y

(c) extraer Ialp del precipitado que contiene lalp, formando de ese modo una
composicion de Ialp enriquecida;

en donde el precipitado de lalp se selecciona del grupo que consiste de una
torta de filtro de la Fraccion II+I11, un precipitado de la Fraccién I, un precipitado de la
Fraccion [+1I+111, un precipitado de la Fraccién [I+111, Fraccién IV-1, un precipitado A de
Kistler-Nitschmann, y un precipitado B de Kistler-Nitschmann.

2. Un método para preparar una composicién enriquecida de inhibidor
Inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el método comprende las etapas de:

(1) formar un precipitado de la Fraccién II+III a partir de una muestra de
plasma;

(i1) re-suspender el precipitado de la Fraccion II+III para formar una
suspension de la Fraccion 1T+]11;

(iii) contactar la sﬁspensién de la Fraccién II+III con una fase sélida para
eliminar el Ialp de la suspension de la Fraccion II+I11; y

(iv) extraer el lalp de la fase solida, preparando de ese modo una

composicion de lalp enriquecida

3. El método de la reivindicacion 2, en donde la fase s6lida comprende

diéxido de silicio finamente dividido (SiO,).
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4, El método de la reivindicacién 2 o 3, en donde el método compreqde
las etapas de:

(@) precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en una priméra
etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de alcohol
a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un primer
precipitado y un primer sobrenadante;

(b) precipitar Ialp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de
precipitacion, con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo
precipitado;

(c) re-suspender el segundo precipitado para formar una suspension;

(d) mezclar didxido de silicio finamente dividido (SiO;) con la suspension
de la etapa (c¢);

(e) filtrar la suspension con un papel de filtro, formando de ese modo una
torta de filtro y un sobrenadante; y

(f) extraer lalp de ‘la torta de filtro con un amortiguador de extraccion de
lalp, preparando de ese modo una composicion de lalp enriquecida.

5. Un método para preparar una composicion enriquecida de inhibidor
Inter-alfa (Jalp) del plasma, el método comprende las etapas de:

(a) precipitar [alp dé una muestra de plasma para obtener un precipitado,

(b) extraer lalp del precipitado con un amortiguador de extraccién de Ialp,
preparando de ese modo una composicion de lalp enriquecida,

en donde el precipitado es un precipitado de la Fraccion I, Fraccion I+II+111,
Fraccion II+III, Fraccion IV-1, precipitado del Precipitado A, o Precipitado B.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde la etapa de formar un
precipitado de la Fraccion I comprende precipitar Ialp de una fraccion de plasma crio-

pobre, en una primera etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y
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aproximadamente 10% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 7.0 y
aproximadamente 7.5 para obtener un precipitado de la  Fraccion L

7. El método de la reivindicacion 5, en donde Ialp se extrae de un
precipitado de la Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de:

(a) precipitar proteinas de una fraccion de plasma crio-pobre, en una primera
etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 6% y aproximadamente 10% de alcohol
a un pH de entre aproximadamente 7.0 y aproximadamente 7.5 para obtener un primer
precipitado y un primer sobrenadante;

(b) precipitar proteinas del primer sobrenadante, en una segunda etapa de
precipitacidn, con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 6.7 y aproximadamente 7.3 para formar un segundo
precipitado y un segundo sobrenadante;

(c) precipitar lalp del segundo sobrenadante, en una tercera etapa de
precipitacién, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 23% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un tercer precipitado
y un tercer sobrenadante; y

(d) extraer Ialp del tercer precipitado con un amortiguador de extraccion de
lalp, preparando de ese modo una composicion de Ialp enriquecida.

8. El método de la reivindicacion 5, en donde Ialp se extrae de un
precipitado de la Fraccion IV-1, el método comprende las etapas de:

(a) precipitar proteinas de una fraccién de plasma crio-pobre, en una primera
etapa de precipitacion, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 23% de
alcohol a un pH de entre aproxirhadamente 6.7 y aproximadamente 7.2 para obtener un
primer precipitado y un primer sobrenadante;

(b) precipitar lalp del primer sobrenadante, en una segunda etapa de
precipitacidn, con entre aproximadamente 18% y aproximadamente 25% de alcohol a un
pH de entre aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.5 para formar un segundo

precipitado y un segundo sobrenadante; y
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(c) precipitar lalp del primer sobrenadante con un amortiguador de
extraccion de lalp, preparando de ese modo una composicién de lalp enriqﬁ_ecida.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8, en donde Jalp se extrae de mas de una fraccion de precipitacion.

10.  Un método para preparar una composicion enriquecida de inhibidor
inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el método comprende las etapas de:

(a) fraccionar una unica alicuota de plasma para obtener composiciones
enriquecidas de al menos dos productos de sangre ademas de Ialp;

(b) extraer Ialp de al menos dos fracciones de desecho diferentes creadas
durante el fraccionamiento del plasma con uno o mas amortiguadores de extraccion; y

(c) mezclar las fracciones de lalp extraidas, preparando de ese modo una
composicion de lalp enriquecida.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el plasma se fracciona
para obtener composiciones enriquecidas de inmunoglobulinas IgG y albimina.

12.  El método de la reivindicacion 10 o 11, en donde el plasma se
fracciona para obtener al menos tres productos de la sangre en lugar de Ialp.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, que comprende adicionalmente la etapa de:

(g) precipitar impurezas de la composicion de lalp enriquecida, en una etapa
de precipitacion adicional, formando de ese modo un sobrenadante que contiene Ialp.

14.  El método de la reivindicacion 13, en donde la etapa de precipitacion
adicional comprende la precipitacion con entre aproximadamente 10% y aproximadamente
19% de alcohol a un pH de entre aproximadamente 6.0 y aproximadamente 8.0.

15.  Un método para preparar una composiciéon de lalp enriquecida a
partir de plasma, el método comprende las etapas de:

(a) extraer Ialp de una fraccion de plasma seleccionada del grupo que
consiste de una torta de filtro de la Fraccion II+IIl, una Fraccién I, Fraccion I+1I+III,

Fraccién II+HI, Fraccién IV-1, precipitado del precipitado A, o precipitado B; y 00012 4
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(b) precipitar impurezas de la composicién de Ialp enriquecida, en una etapa
de precipitacién adicional, preparando de ese modo una composicién de Ialp enriquecida.

16.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, que comprende adicionalmente la etapa:

(h) precipitar lalp, en wuna etapa de precipitacién adicional.

17.  El método de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde lalp se
precipita con entre aproximadamente 20% y aproximadamente 25% de alcohol a un pH de
entre aproximadamente 6.0 y aproximadamente 8.0.

18.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, que comprende adicionalmente las etapas de:

(g) unir Jalp de la composicion de Ialp enriquecida a una resina de
intercambio anidnico; y

(h) eluir el Jalp de Ia resina de intercambio anionico con un amortiguador de
elucion, formando de ese modo un primer eluato que contiene lalp.

19.  El método de la reivindicacion 18, que comprende adicionalmente
las etapas de:

(i) unir Ialp del primer eluato a una resina de afinidad a heparina; y

() eluir el Ialp de la resina de afinidad a heparina con un amortiguador_ de
elucién, formando de ese modo un segundo eluato que contiene lalp.

20.  El método de la reivindicacion 18 o 19, en donde el lalp presente ya
sea en el primer o segundo eluato se enriquece  adicionalmente.

21.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
20, en donde al menos una de las etapas de precipitacion comprende la adicién de aerosol
con alcohol.

22.  El método de la reivindicacién 21, en donde todas las etapas de
precipitacion comprenden la adicidn de aerosol con alcohol.

23.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

22, en donde el pH de la solucién se modifica después de la adicion de alcohol en al menos
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uno de la primera etapa de precipitacion, segunda etapa de precipitacion, o tercera etapa de
precipitacion por la adicién de un agente modificador del pH.

24.  El método de la reivindicacion 23, en donde el pH de la solucion se
modifica después de la adicion de alcohol en todas etapas de precipitacion por la adicion de
un agente modificador del pH.

25. El método de la reivindicacion 23 o 24, en donde la adiciéon de un
agente modificador del pH comprende la adicion de aerosol de una solucién modificadora
de pH.

26.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
25, en donde ¢l pH de una etapa de precipitacion se modifica antes y después de la adicion
de alcohol, durante y después de la adicion de alcohol, o antes, durante, y después de la
adicién de alcohol.

27.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
26, en donde el pH de una etapa de precipitacion se mantiene durante toda la etapa de
precipitacioén por ajuste continuo del pH.

28.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
27, en donde la etapa de extraer lalp comprende re-circular un amortiguador de extraccién
de Ialp a través de un papel de filtro que contiene un fraccion de plasma seleccionada del
grupo que consiste de una torta de filtro de la Fraccion II+II1, una Fraccién I, Fraccion
[+IT+11, Fraccion 11+, Fracciéﬁ IV-1, precipitado del Precipitado A, o Precipitado B.

29. El método de la reivindicacién 28, en donde el amortiguador de
extraccion de lalp se re-circula a través del filtro de papel por al menos aproximadamente
10 minutos.

30.  El método de la reivindicaciéon 28, en donde el amortiguador de
extraccién de lalp se re-circula a través del filtro de papel por al menos aproximadamente
30 minutos.

31. El'método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

30, en donde el amortiguador de extraccion de lalp comprende un pH de al menos
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aproximadamente 0.3 unidades diferentes del punto isoeléctrico de al menos una proteina
Ialp.

32.  Un método para preparar una composicion enriquecida de inhibidor
inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el método comprende las etapas de:

(a) extraer lalp de un precipitado formado durante el fraccionamiento del
plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene lalp y Factor H;

(b) unir el Ialp y Factor H a una resina de intercambio aniénico;

(c) eluir el Factor H de la resina con un primer amortiguador de elu¢ién; y

(d) eluir el Ialp de la resina con un segundo amortiguador de elucién,
preparando de ese modo una composicion de lalp enriquecida.

33.  Un método ‘para preparar una composicién enriquecida de inhibidor
Inter-alfa (Ialp) a partir del plasma, el método comprende las etapas de:

(a) extraer lalp de un precipitado formado durante el fraccionamiento del
plasma crio-pobre, en donde el extracto contiene lalp y Factor H;

(b) unir el lalp a una resina de intercambio anidnico en condiciones donde el
Factor H no se liga a la resina de intercambio anionico; y

(c) eluir el Ialp de la resina con un amortiguador de elucidn, preparando de
ese modo una composicién de lalp enriquecida.

34, El método de la reivindicacion 32 o 33, en donde el método
comprende adicionalmente las etapas de:

(¢) unir el Ialp en la composicion de Ialp enriquecida a una columna de
afinidad a heparina; y

(f) eluir el Jalp de la columna de afinidad a heparina.

35.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
34, en donde la composicion de lalp enriquecida se somete adicionalmente al menos a una

etapa de inactivacién viral
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36.  El método de la reivindicacion 35, en donde la etapa de inactivacién
viral comprende el tratamiento con un solvente y/o detergente, nanofiltracion, traﬁamiento
térmico, o incubacidn a bajo pH.

37. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
36, en donde se aisla una Unica especie de proteina inhibidor de inter-alfa (Ialp).

38.  El método de la reivindicacion 37, en donde la especie de Ialp es el
inhibidor de tripsina Inter-alfa (Ial).

39.  El método de la reivindicacion 37, en donde la especie de Jalp es el
inhibidor Pre-alfa (Pal).

40.  El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 37
a 39, en donde la especie de lalp se aisla por un método de afinidad a anticuerpo.

41.  Una solucién acuosa de lalp preparada por un método de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.

42. La solucién acuosa de la reivindicacion 41, en donde al menos 90%

del contenido de proteina de la solucion es lalp.

43.  Una composicion farmacéutica de lalp preparada por un método de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40.

44, La composicién farmacéutica de la reivindicacion 43, en donde al
menos 95% del contenido de proteina de la solucién es Ialp.

45.  La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 43 o
44, en donde la composiciéon se formula para la administraciéon intravenosa.

46.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 43 o 44, en donde
la composicion comprende una formulacion liofilizada de Ialp.

47.  Un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
disfuncion de Ialp en un sujeto que lo necesita, el método que comprende administrar una
dosis terapéuticamente eficaz de una composicion de lalp preparada por un método de

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40. 00012 8
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48, El método de la reivindicacién 47, en donde la enfermedad o
trastorno asociado con la disfuncién de Ialp es la sepsis.

49, Un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
actividad aumentada de serina proteasa plasmatica en un sujeto que lo necesita, el método
que comprende administrar una dosis terapéuticamente eficaz de una composicién de lalp
preparada por un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40,

50. El método de la reivindicacién 49, en donde la enfermedad o
trastorno asociados con la actividad aumentada de serina proteasa plasmatica se selecciona
del grupo que consiste de sepsis, choque séptico, choque endotdxico, coagulacion
intravascular diseminada, fibroproliferacion, intoxicacion por dntrax, metastasis de cancer,
lesion de tejido durante la cirugia, enfermedad de rifion, enfermedad vascular, coagulacién,

diabetes, ¢ inflamacidn sistémica.
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RESUMEN DE LA INVENCION

LLa presente invenciéon proporciona las composiciones y formulaciones
farmacéuticas de lalp derivada del plasma. Se proporciona ademads la fabricacién de las
composiciones y formulaciones de lalp, asi como el método para el tratamiento de las

enfermedades asociadas con la disfuncion de Ialp.
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Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): BAIRSTOW,
Shawn, F. [US/US]; 34136 North Homestead Rd,,
Gumee, IL 60031 (US). HUTSELL, Jennifer [US/US];
182 North Lisk, Hainesville, IL 60030 (US). RA-
MACHANDRAN, Sindhu [US/US]; 1407 Sandy Pass
Road, Lake Zurich, IL 60047 (US).

Agent: PARENT, Annette, S.; Morgan, Lewis Bockius
LLP, One Market, Spear Street Tower, San Francisco, CA
94105 (US).

[Continued on next page]

(54) Title: MANUFACTURE OF INTER -ALPHA - INHIBITOR PROTEINS (IAIP) FROM PLASMA

Gel 1: IVIG Pathway

(57) Abstract; The present invention provides compositions and pharma-
ceutical formulations of lalp derived from plasma. Also provided are

methods for the manufacture of the lalp compositions and formulations,
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FIG. 3A

as well as method for the treatment of diseases associated with lalp dys-
function.
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Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BII, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,
SE, 8G, SK, SL, SM, ST, SV, 8Y, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicared, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, Fl, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,

LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BI, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4,17:

as to applicant’s entitlement to apply for and be granted
a patent (Rule 4.17(ii))

as to the applicant's entitlement to claim the priority of
the earlier application (Rule 4.17(iii))

Published:

with international search report (Art. 21(3))

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(h))
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The State of Maryland

Office of the Secretary of State

Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Robert P. Duckworth

(a3

acting in the capacity of Clerk of the Circuit Court for Anne Arundel County

4. bears the seal/stamp of the Circuit Court for Anne Arundel County

Certified
5. at Annapolis, Maryland
6. the 6th day of December, 2010
7. by The Secretary of State of Maryland
8.
9. Signature
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Secretary of State
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. notarised by
OWareia &, Hirding
Is true and accurate
Deborahy Campbell
Authooried Sugnature

©n this dap of December Gthy, 2010, 3, Ahmad Miski, Notary Public, Anne Arundel County, State of Alaryland,
bo hereby certify under the Oath of mp Office and Seal that the signature of Deborah Campbell 15 true and correct.
)

A7,

Alr commssion expires on flap 28th, 2013
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State of Maryland, Anne Arundel County, Set.

I, RoBeRT P. DUCKWORTH, Clerk of the Circuit Court for Anne Arundel County,
Maryland, a court of record. do hereby certify that Ahmad Miski was a
commissioned/appointed and qualified Notary Public commencing on the 5th day of
May, 2009.

In Testimony Whereof, I have hereunto set my hand and affixed the
seal of the court this 6th day of December, 2010.

Robert P. Duckworth, Clerk
Circuit Court for Anne Arundel County, Maryland -
001472
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COLOMBIA

Carrera 11 N" 86-53 Piso & Bogotd Colombia Tel (57 1) 6181088 Fax: (37 1) 6350824 Email: infolfclarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosotros). abajo finmante(s)

en i (nuestro) cardcter de representanic(s) legales de BA XTER
INTERNATIONAL INC.

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
Delaware, Estados Unidos de América

v en actual cumplimiento de su ohjeta socal, con domiciliv en One
Bater Parkway, Decrfield, [llinols 60015, Estados L nidos de
America.

sat ¢l presenie instrumento confiero (conferimas) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ DXALEMAN, con Cédula de Crudadan-
fa No 41,654 882 de Dogord. y p. 20824 y CLAUDIA LUCIA CARO
RAMIREZ, con Cédula de Cindadania No. 40.017 374 de Tunja. ¥ tp.
16448, con domicilio en  Bogotd, Colombia. pars que actuando en su
onden en nombre del (de la) otorgante le (la) rep n anfe cualqui

POWER OF ATTORNEY
| {we). the undersigned

legal representative(s) of BAXTER INTERNATIONAL INC.

an organization existing under the laws of State of Delaware, United States
of America

and in present won of its busi activity, domiziled One Bavter
Parkway, Deerfield, Hiinois 60015, United States of America.

da hereby gramt POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
DALEMAN, identification card No. 41,654 882 of Dogotd. and ip. 20824 and
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ. tp. 16448, identification card No
40,017 374 of Tunja. residing in Bogotd, Colombia, 1o 32t in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural o
juridical person. specially before those Administrative, Administrative-

entidad. autoridad y'o persona, especialmente ante las del orden Adminis-
trative. Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales de Arbiramenta
yo cualquier otro én |0 referente a los siguientes asumos

1} Selicitar. (mmitar, obiener yio registrar cualquiera de las modalidades
de Propledad Industrial, mles como: patenies de invencion, modelos de
wtilidad; dischos industriales, variedades wvegetales, marcas. lemas.
nombres v ensehas comerciales y denominaciones de origen: asi como sus
renovaciones, promogas. transferencias, cambios de nombre y.0 domici-
lio. contratos y licencias,

2) Solicitar, ramitar, obtener y/o registrar derechos de autar, en cualquie-
ra de sus presentaciones asi como 3 protecsidn de secretos industnales y
know-how

1) Solicitar, itar. oblener yo reQIsITOs SANIATI0S. PENMIsns
v'o licencias de funcionamignto; asi como sus rerovaciones o promogas.
transferencias, cambios de nombre y'o domicilio, contratos y hicencias

4) Ejercer acciones de oposicidn, observaciin. reclamos. reconsideracion,

reposicion, lacid lacidn ad a o judicial, nulidad.
protecsion al ¢ dor: idn de 1 P in de
industriales ¥y demis ¥ recursos celacionadas con derechos

derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de (8 competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencidn o explotacion de licencias.
acciones de indemaizacion de perjuicios. También podra(n) intervenit en
Juicios civiles. comerciales. penales. contencioso-administraivos, tutelas
¥ de policia; en acciones o juicios promovidos por el (1a) mandante o en
contra el (ella)

3) Registrar nombres de dommio ante la entidad competente

4) Enel g de esle dato log datarios arriba menc d
quedan facultados para: conciliar, i igh f er en
arbitros. desistir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigo y
renunciar © desistir a derechos concedidos o en curso de concesion.
adminr los hechos del proceso

7) Ratificar o no la agencia oficiosa

8) Asl mismo faculto (facul ) 2 los dos spoderados para
recibir notifi v d apoderados judiciales o extraudicial
sustituir ¢l presente poder y revocar las sustituciones que licieren

Dado y firmado on

alos dias de |

Ce it Judicial, arbitration courts, andior any other, in all matters
concemning the following!

1) To apply. process. obtain and or regisicr any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention. Utility Maodels: Designs, plant
vaneties: Marks, Slogans. Trode Names and emblems and appellations of
Origin; a5 well as their renewals. assignments, chonges of name and'or
domicile, agreements and licenses.

2} To apply. process. abtain andor register copynghts of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

1) To apply, process, obtain andior register sanitary registrations. aperating
authorizati and'or i as well as their rencwals of  assignments,
changes of name and/or domicile, ag ts and |

4) To bring actions of oppasition, cbservations, claims. reconsideration, appeal
or legal remedies, cancellations. nullity, protection to the consumer, granting of
licenses, protection of trade secrets and other actions related with rights
derived from the above- mentioned maiters and against the unfair competition.
actions resulting from the obwining or exploitation of liceases. recovering
dmmages actions. They can also intervene or participate in Civil, € relal
Criminal  or Contentious-Administrative  Trials: the actions for writ
mandamus, police actions: in actions. lawsuits o linigations instituted by the
granior or agatnst him,

) To register domain names before the competent enury,

6} To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to!
concillate, cancel, settle. submit to arbitration. withdraw and 10 receive snd
1ake passession of the lifigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting. admit the facts of the case,

7) To ratify or pot the officioss agency

81 1 (we) hereby appoint the afore mentioned atiomeys with powers 1o receive
notifications and to designate judicial and extrajudicizl attomeys. substitute
this Power of Attorney and 1o revoke such sustitutions.

t__mmm“mdMD.ﬂ.erfield. IL USA

on this 22 day of ‘\'ovember.mlll

b= r\f.- ‘\/\(W\_:/

| o Flrml."STg"ulm

7
day of{@ . DR WU/ b
inandtor_PCH<nry County,
Stateot_ L/ jnoi 5

P 2.z Sty
(Signature) 2
NOTARY PUBLIC
My Commission axpires L1 < &F A0/Y

Name/Title:

NOTARY PUBLIC - STATE OF ILLINOIS
MY COMMSSION DPRES-0828/14
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STATEMENT

I; James D. Smith _, as legal representative of B BAXTER INTERNATIONAL
INC. in my capacity of CRTeE 1 e{;‘ggﬁée state that BAXTER
INTERNATIONAL INC. is duly organized in the State of Delaware, USA, existing
and addressed in One Baxter Parkway, Deerfield, Illinois 60015, USA and I

am duly authorized to sign on its behalf in Industrial Property matters and to grant

Power of Attorney to third parties, in accordance with the above mentioned position

and by delegation of authority under the D i of Authority of said entity,
taken on the day of 20 May 2010 in the city of Deerfield, Illinois, USA.

Name: James D. Smith

Title: Assoc. General & Chief IP Counsel

GRANTOR/ APPLICANT: BAXTER INTERNATIONAL INC.

B HGNATURE
A '\\./' ;’\f’\./"\-—h...__ \)

paTE: P\l o cC

NOTARIZATION REQUIRED

Subscribed and swom before me, thi 0’29-
is
day A/omDer 200 | a Notary Public " r— "

in and for mC#’mA/ 3 ficl 1 4
Stateof __ Y[ mq»; G, ME:E:E:LHA%NG 5

/;/}/gm ' NOTARY PUBLIC - STATE OF ILLINOIS
MY COMMSSION EPRES0S2814  §

"*~|g 1€1f.|_.re T AL e AP W " o
NOTARY PUDLIC i

My Commission exgires —Ql,_f_ﬁ-_?___ ,__'Z
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A todos los que vieren el presente documento
con base en la informacién disponible
LEGALIZACIONES DE 1.0S ESTADOS UNIDOS
Autentica que el documento adjunto firmado por
James D. Smith
protocolizade por
Marcia L. Harding
Es auténtica y correcta

(Firmado) Deborah Campbell. Firma autorizada.
l:ste dia 6 de diciembre de 2010, yo, Ahmad Miski, Notario Ptiblico del Condado
de Anne Arundel, Estado de Maryland, certifico bajo juramento en mi Oficina y

con mi Sello que la firma de Deborah Campbell es auténtica v correcta.

(Firmado) Mi comision vence el 28 de mayo de 2013.

97201
Estado de Maryland, Condado de Anne Arundel, Sct.
Yo, Robert P. Duckworth, Registrador de la Corte del Circuito para el Condado de
Anne Arundel, Maryland, una corte de registro, certifico por el presente que
Ahmad Miski fue comisionado/nombrado y certificado Notario Piiblico a partir del

dia 5 de mayo de 2009.

l:n constancia de lo anterior, he firmado v puesto el sello de la Corte este dia 6 de

diciembre de 2010. ’
000145

(Firmado) Robert P. Duckworth, Registrador

n,.‘k
7
Traduetsr clal
JORGE E. SIERRA REYES

Licencio 376 ~ 1903 Miniusti



) Corte del Circuito del Concado de Anne Arundel, Maryland.

Hay un sello de la Corte def Condado

DECLARACION

“Yo, James D. Smith, como Representante Legal de BAXTER INTERNATIONAL

INC., en mi calidad de Asoc. General y Asesor Juridico Jefe IP, declaro que

BAXTER INTERNATIONAL INC,, esta debidamente organizada en e] Estado de

Calitornia, Estados Unidos, existente y con direccion en One Baxter Parkway,

Deerfield, Tllinois 60015, Estados Unidos y estoy debidamente autorizado para

firmar en su nombre en asuntos de propiedad industrial y para otorgar Poder a

terceros, de acuerdo con el cargo anteriormente mencionado y por resolucion de

los Estatutos de Constitucion de dicha entidad, tomados el dia 20 de mayo de 2010

en la ciudad de Deerfield, Hlinois, Fstados Unidos.

Nombre: James D. Smith

Cargo: Asoc. General y Asesor Juridico Jefe IP
Otorgante/Solicitante: BAXTER INTERNATIONAL INC.
(Firmado)

Fecha: 22 de noviembre de 2010.

Se requicre autenticacion

Sello “Suserito y juramentado ante mi, este dia 22 de noviembre de 2010, Notario
Publico del Condado de Mcllenry, Estado de Illinois. (Firmado) Notario Pablico.
Mi comision vence el 28 de junio de 2014”,

Sello rectangular: “Sello Oficial. Marcia L. Harding. Notario Piblico. Esiado de

[linois. M1 nombramiento vence ¢l 28 de junio de 2014”

0 0 0 ] 4 8 Traductor "»}{L

JORGE E. SIERRA REYES )
Licencis 374 -1993 Minjuatiels




ram

\djunia:

] '
AApostdia /

Ll Estado de Maryland
Oficina del Secretario de Estado
APOSTILLE
(Convention du La Have du 5 octobre 1961)

L ais: Estados Lnidos de América

Il presente documento publico

2. Ha sido firmado por:

Robert PP, Duckworth

3. Actuando en calidad de: Registrador de la Corte del Circuito para ¢l
Condado de Anne Arundel

4 Lleva el sellofestampilla de Corte del Circuito para el Condade de Anne

Arundel.
5. In Annapolis, Maryland
6o Dia 6 de diciembre de 2010
7. Por: Secretario del Estado de Maryland

2 Sello:

9, Firma:

No,

270202 ¢

Kt ifiaidn

“Sello de la Oficina del Secretario de Estado,
Maryland”.
(Firmado) Secretario de Estado
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O

The State of Maryland

Office of the Secretary of State

Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Robert P. Duckworth
3. acting in the capacity of Clerk of the Circuit Court for Anne Arundel County

4. bears the seal/stamp of the Circuit Court for Anne Arundel County

Certified
5. at Annapolis, Maryland
6. the 6th day of December, 2010
7. by The Secretary of State of Maryland
8
9. Signature
27
2
Secretary of State

No. 270203
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///f?/ %

& Lealizaryy,

ates that the attached documeny g,gmb o

S ames @ @(m(%

notarized by

1S true and accurate
Deborah Campbell
Authooniied Signature

©n this dav of December 6th, 2010, I, Ahmad Miski, Notary Public, Amme Arumdel County, State of Klarviand,
do hereby cectify under the Oathy of mp Office ad Seal that the signature of Deborahy Campbell 1s true and correct.

A

#Alr commssion expuees on fFlar 28h, 2013

g@ﬁl’ pet ararleads it

lr)”‘

Anthentic

97202

State of Maryland, Anne Arundel County, Sct.

I, Rosert P. DuckworTH, Clerk of the Circuit Court for Anne Arundel County,
Maryland, a court of record, do hereby certify that Ahmad Miski was a

commissioned/appointed and qualified Notary Public commencing on the 5th day of
May, 2009.

In Testimony Whereof, I have hereunto set my hand and affixed the
seal of the court this 6th day of December, 2010.

bt P witt’

Robert P. Duckworth, Clerk
Circuit Court for Anne Arundel County, Maryland
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COLOMBIA

Carrera |1 N7 §6.52 Piso b Bogotd Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax (57 1) 6350824 Email: infofclarkemodet com.co

PODER

¥ tnosotros), abao frmante(s)

en mi (nuestra) caracter de representante(s) legales de BAXTER
HEALTHCARE S.A.

ana sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
Switzerland

v en actueal cumplimiento de su objeto social, con domicilic en Thur-
guuerstrasse 110, 8152 Glattpark (Opfiken), Sulza.

por ¢l presente instrumento confiero {conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudadan-
ia No. 41 654 882 de Bogord, y tp. 20824 y CLAUDIA LUCIA CARO
RAMIREZ. con Cédula de Ciudadanin No. 40.017.374 de Tunja, v 1p
36448, con domicilio en Bogota. Colombia. para que achuando en su
arden er nombre del (de la) otorgante le (la) representen ante cunlquicr
entidad, autoridad v/o persona. especialmente ante las del orden Adminis-
tativo, Contencioso Admin . Judicial. Tribunales de Arbi

POWER OF ATTORNEY

{ {we), the undersigned

legal representative(s) of BAXTER HEALTHCARE SA.
an organization existing under the laws of Switzerland

and in present exccution of fis business activity, domiciled Thurg,
130, 8152 Glattpark (Opfikon), Switzerland.

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN. identification card No. 41654882 of Bogotd, and mp. 20824 and
CLAUDIA LUCIA CARD RAMIREZ. . 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja. residing in Bogot, Colombia, to act in the order of their
appointment in behall of grantor before any entity. authority and'or natural or
jundical person, specially before those A dmini ive. Admini Ve
C b Judicial. arbitration couns. andior any ather. in all matters

v o cualquier otro en lo referente a los siguientes asuntos:

1) Seheitar, iramnar, obtenar v o registrar cualyg de las lidad
de Propisdsd Industnal, 1ales como p de ir idn, modelos de

E ing the following:

11 To apply, process. obiain andror register any of the modalities of Indusmal

wilidad: disefios industriales. variedades vegetales: marcas. lemas.
nombres y ensefias comeroiales y denominaciones de origen: asi coma sus
renovaciones, promogas. fransferencias, cambios de nombre yio d

Property. such as: Pateats of Invention. Utility Models: Designs, plant
varieties; Marks. Slogans. Trade Names and ¢mblerms and appellations of
Origin: a5 weil a3 their i i h of mame and'or
domicil and |

lio, contratos ¥ lizencios

2) Solicitar, tramitar, obtener v'o registrar derechos de autor, en cualquie-
ta de sus presentaciones asi como la proteczidn de secretos industriales y
lenow -how,

1) Salicitar, tramitar, oblener y'o regIStrir regisros sanilanios, permisos
y'0 licengias de funcionamicnlo: 3si COMO Sub FENOVACIONES O prormogas,
rransferencias, cambios de nombre y 0 domicilio, contratos y licencias,

4) Ejercer acciones de opasicion, observacian, reclamos. reconsideracidn,
reposicion, apelacion, cancelacion admimstrativa o judicial. oulidad.
proteccidn al consumidor, coacesidn de licencias, proteccidn de secretns

b
2) To apply. process, obtain and'or register copyrights of any kind as well a3
prolection of industrial secrets or know-how,
1) To apply. process, obtain and/or Tegister sanitary registrations. operaling
authorzations andior lcenses: as well as their renewals or  assignments.
changes of name andror domicile, agr and 1k
4) To bring actions of opposition. observations, claims. reconsideration. appeal
or legal remedies, cancellations, nullity, protection 1o the consumer. granting of
licenses. protection of trade sccrets and other sctions related with rights
derived from the above- mentioned matters and against the unfair competition,
actions lting from the obtaining or exploitation of i

1] w

industriales y demds acciones y recurses relacionados con derech damages actions. They can also intervene or panticipate in Civil. C: ial

denvados de los asuntos arriba indicados v cn contra de la competencin  Criminal o Contentious-Administative  Trials; the actions for writ

desleal. acciones denvadas de la o explotacion de licenci 4 police actions; in actions, | its or litigations instituted by the
i de indemnizacién de perjulcios También podri(n) interveniren  granior or against him.

Juleios civiles, © les, penales. b Iministrativos. tutelas  §) To register domain names before the competent eauty

y de policia: en aceionss o juizios promovidos por el {1a) mandante o en
contra ¢l (¢lla) .

5) Reg! bres de & io ante 1a entidad competente.

8) En ¢l gjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para canciliar, cancelar, transigir, comprometer en
Arbitros, desisiir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de lingio ¥
renunciar o desishr a derechos congedidos o en curso de concesidn,
admitir los hechos del proceso

) Ratificar o no la agencia oficivsa

#) A&l mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderndos judiciales o extrajudiciales.
sustituir el presente peder y revocar g sustituciones que hacieren.

Dado y firmada en

x
alas dins de

_lF!l:_m—t Il giii‘;ar!
Name/Title:

Subscribed and swom before

b’.’;‘
R

in and for SHeary] Cou
State of Moy S " :
N2 I .
{SKnature)
NOTARY PUBLIC
My Commission expires ¢ 25 2AY

! / ’__Q:y‘ - ‘Q.‘V\,mf}

6) To the effect of this mandate the above-named praxy are empowered o
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive o renounce the rights
granted or in process of granting. admit the facts of the case.

7) To miity or not the officious agency

8) [ (we) hereby appoint the afore mentianed attomeys with powers 1o receive
notifications and 0 dengnate judicial and extrajudicial attorneys. subsntute
this Power of Attorney and 1 revoke such sustitutions,

Granted and signed at DeerfiEId ! IL USA

on this 22 dayofNovember, 2o

w W

FICIAL SEAL
mncmm%o&ue
NOTARY PUBLIC -STA ILLINOS
m - -
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POA

STATEMENT

I, James D. Smith _as legal representative of

. X Assoc. General &
AL R in my capacity of Chief TP Cauneal state

that BAXTER HEALTHCARE S.A. is duly organized in Switzerland, existing and
addressed in WMMWM

and 1 am duly authorized to sign on its behalf in Industrial Property matters and to
grant Power of Attorney to third parties, in accordance with the above mentioned

position and by Power of Attorney of said entity, taken on the day of _05 March
2009 in the city of Wallisellen, Sw witzerland.

Name: James D. Smith

Title: Assoc. Ceneral & Chief IP Counsel

GRANTOR/ APPLICANT: BAXTER HEALTHCARE S.A.

SIGNP&TURE |
X "\ N '\- x

o

DATE: L - /| '

NOTARIZATION REQUIRED

Subseribed and swormn before me, this 0? 2

d
ay ot onbes 010 Nc,m e
inandfor _ /NSl enry County,

State of _.._J. =/ /e )\‘5

i {Srgnalure] /
NOTARY PUBLIC
My Commission expires Je€ A& ?o/y
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A todos los que vieren el presente documento
con base en la informacion disponible
: LEGALIZACIONES DE LOS ESTADOS UNIDOS
F Autentica que el documento adjunto firmado por

James D. Smith
protocolizado por
Marcia L. Harding

Es auténtica y correcta

(Firmado) Deborah Campbell. Firma autorizada.
Iste dia 6 de diciembre de 2010, yo, Ahmad Miski, Notario Piblico del Condado
de Anne Arundel, Estado de Maryland, certifico bajo juramento en mi Oficina v
con mi Sello que la firma de Deborah Campbell es auténtica y correcta.

(Firmado) Mi comision vence el 28 de mayo de 2013.

97202
Lstado de Maryland, Condado de Anne Arundel, Sct.
Yo, Robort P. Duckworth, Registrador de la Corte del Circuito para el Condado de
Anne Arundel, Maryland, una corte de registro, certifico por el presente que
Ahmad Miski fue comisionado/nombrado y certificado Notario Publico a partir del

dia 3 de mayo de 2009.

I constancia de lo anterior, he firmado y puesto el sello de la Corte este dia 6 de
diciembre de 2010,

(Firmado) Robert P. Duckworth, Registrador

Traductor l
JORGE E. SIERRA R
Licmncia 376 - 1963 Minjusticls
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posedlin Adpotta

L Estado de Marviand
Oficina del Seerclarie de Bstade
APMOSTILLE
(Conventivn du 1o Have du 3 sctobre 19a1)

s Estados Unidos de América

£1 presente documento publico

2. L sido firmado por: Robert I Duckwaorth

y Actuando en calidad de; Registrador de la Corte del Circuito para ¢l
Condado de Anne Arundel

11 leva ol sellofestampilia de Corte del Circuito para el Condado de Anne
Arundel

Curtiticado

Sdn Annapolis, Marviand

nolk Dia 6 de diciombre de 2010

T Por Secretario del Estado de Maryland

8, Sello: “Sollo de la Oficina del Sucretario de Estade,
Maryland™.

o lrmo (Firmado) Secretario de Fstado

o 27003 7

U wth D st

i e ba prasenls o waw e 5 i il emplaiu e anglds e eapedt Db dismanle aadjunde du

o |l ehadnd sedn i feal

\
s AR ST o -
Bustor Haaltbeaie T - Gurminasidn Taryiued

o v Nvanbue &0 TCIT
- . 5 . s " M
s Dntdigse P oy Sl o Bawa Sugited kT te st b antly ¢ T dnisdeni o

< aloiuse Qe Lartombia
a7

Gode (P, canain e il T R

o Caneea 13 2 A QL 411 Rt T

o ATV STR RS (BT old 2843
oy

spdiat gy

e

Ll
JORGE [, SIERRA REVES
tlgmnein ITE - VOO Minbyark
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
wifa

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0010996

Bogota D.C., Febrero 05 de 2013 - 09:03:55

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQO BANCO CUENTA No. PAGQ

FECHA PAGQO VB PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 545480751

04/02/2013 12.500.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. _RBENTISTICO CONCEPTOQO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTQ
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1&@;&”:&% DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

—

e

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE|

Fecha: 2013-02.21 1542
Tra. 11 PATENTEIYI| -
Act 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

« Febrero § de 2011 - 09:05:00

| . NDUSTRIA Y COMERCIO
LT
LTI

Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eve: 378 FAS
Folios: 157 ENACIONALI

. 2pM2
Pab

00Q15¢€




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : BDO.} 76.089-2

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0013379

Bogota D.C., Febrero 11 de 2013 - 09:27:17

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***

_____TIPOPAGQ BANCO CUENTA No. PAGO _FECHA PAGQ VR PAGQ
RECIBODE CA 999999999 10103 01/02/2013 320.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10987 05/02/2013 500.000.00
RECIBODE CA 999999999 10988 0570272013 500.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

40 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA
ADICIONAL A LAS 10 INIC

SON: **UN MILL&OACUTE;N D

Responsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
30.000.00 1.200.000.00

S1 .200.000.00

SCIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Febrero 11 de 2013 - 09:27:10

000157

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,45 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

RE
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SUPERINTENDENCIA DE INDUS
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Fecha: 2013-02-21 15:42:31
Tra. 11 PATENTEIYI|
Act. 411 PRESENTACION

TRIA'Y COMERCIO

I

Dep 2020 DIR.NUEVASCR
Eve; 378 FASENAClOr" |
Folios:

T

la persona que Presenta la solicitug

lecidas (Dg ser el caso formato de

de-scuenlo)
[

JPCT D Art.33 Decisién 486100, Circular Unicq

CESsSG rF‘J LIVO

caso formalo de des scuenlo)

oo, |

(Art. 119 Decision 486/00)

—_—

al

la persona que presenta la solicityg

Jisefio industrial o muestra del malerjal que

|

neorpora el |

lecidas

Incompleta LJ
Art. 92 Decisién 486/00)

————

Irazadr

Ia persana que presenta la solicitud

cidas

Incompleta E )
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