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(57) Abstract: The present invention provides methods for reducing the
amidolytic and anti-complement activity (ACA) content of an immuno-
glabulin composition through the use of cation exchange chromatography. In
a speetlic embodiment, the invention provides methods for redueing the
Factor XI and/or Factor XIa and/ar ACA content of an inmunoeglobulin com-
position by collecting the leading portion ol a cation exchange eluate. The
present invention also provides immunoglobulin composition having reduced
levels of amidolytic sctivity, Factor X1, and/or Factor Xla, and/or ACA con-



METODO PARA REDUCIR EL POTENCIAL TROMBOEMBOLICO DE UNA
COMPOSICION DE INMUNOGLOBULINA DERIVADA DE PLASMA
REFERENCIA A SOLICITUD RELACIONADA

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisoria de
los EEUU N° 61/527974, presentada el 26 de agosto de 2011, cuyo contenido
se incorpora expresamente en la presente a modo de referencia, en su
totalidad y para todo propésito.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los productos sanguineos derivados de plasma no solo se usan
para tratar una variedad de trastornos sanguineos, sino también para
enfermedades de un origen distinto. Por ejemplo, los productos de
inmunoglobulina (IgG) del plasma humano se usaron por primera vez en 1952
para tratar deficiencias del sistema inmune. Desde entonces, se han utilizado
ampliamente las preparaciones de IgG en al menos tres grandes categorias de
condiciones médicas: (1) deficiencias inmunolégicas tales como
agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, hipogammaglobulinemia
(deficiencias inmunolégicas primarias) y condiciones de compromiso de
inmunidad adquiridas (deficiencias inmunolégicas secundarias), caracterizacién
de niveles bajos de anticuerpos; (2) enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, y (3) infecciones agudas. |

[0003] Se deben tener en cuenta diversas precauciones de seguridad en
la elaboracion y formulacién de terapias bioldgicas derivadas de plasma. Estas
incluyen métodos para eliminar y/o inactivar patdégenos sanguineos (por
ejemplo, patégenos virales y bacterianos), actividad anticomplemento y otros

contaminantes indeseados que surgen del uso de plasma donado. Los
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estudios han sugerido que la administracion de niveles altos de actividad
amidolitica puede dar como resultado eventos tromboembélicos indeseados
(Wolberg AS et al.,, Coagulation factor Xl is a contaminant in intravenous
immunoglobulin preparations, Am J Hematol 2000; 65: 30-34; y Alving BM et
al., Contact-activated factors contaminants of immunoglobulin preparations with
coagulant and vasoactive properties, J Lab Clin Med, 1980; 96: 334-346; cuyas
divulgaciones se incorporan por completo en la presente a modo de referencia
para todo fin).

[0004] Un indicador de esta preocupacion fue el reciente retiro voluntario
del mercado de Octagam® (Octapharma) en los EE.UU. y la suspension de la
autorizacién de comercializacion para Octagam® y Octagam 10% por la
Comisién Europea luego de un incremento de informes de eventos
tromboembdlicos. Se ha sugerido que dicho incremento de eventos
tromboembdlicos fuera causado por niveles elevados de actividad amidolitica
en los preparados biologicos, causados por impurezas de serina proteasas y
zimégenos de serina proteasas, tales como Factor XI, Factor Xla, Factor Xl y
Factor Xlla (Nota del FDA: Retiro Voluntario del Mercado — 23 de septiembre,
2010, Octagam [Inmunoglobulina Intravenosa (Humana)] Preparacién Liquida
5%: Octagam 50 mg/ml, solucion para perfusién - Octapharma France - Mise
en quarantaine de tous les lots, publicado en linea el 9 de septiembre, 2010,
por AFSSAPS; y preguntas y respuestas acerca de la suspension de las
autorizaciones de comercializacién para Octagam (inmunoglobulina normal
humana 5% y 10%), publicadas en linea el 23 de septiembre, 2010, por la
Agencia Europea de Medicamentos).

[0005] EI EDQM (European Directorate on the Quality of Medicines &



Health Care) publico una revision de la monografia sobre inmunoglobulinas
humanas normales en la administracion intravenosa (0918) para una
implementacién rapida el 1 de enero, 2012, para solucionar la potencial
actividad pro-coagulante en productos de inmunoglobulina. En la revision se
establece que “el método de preparacion también incluye uno o mas pasos que
eliminarian los agentes generadores de trombosis. Se destaca la identificacion
de los factores de coagulacién activados y sus zimégenos y los pasos de
proceso que pueden causar su activacion. También se consideran otros
agentes procoagulantes que podrian ser introducidos por el proceso de
elaboracion”.

[0006]ElI 18 de marzo, 2011, Swissmedic informé que se habian
observado eventos adversos tromboembdlicos asociados con numerosos lotes
del producto Vivaglobin segun la FDA. El producto Vivaglobin (solucién de
inmunoglobulinas humanas normales 160 mg/ml para inyeccion subcutanea),
elaborado por CSL, se autorizé6 como una terapia de reemplazo para adultos y v
niﬁos con sindromes de inmunodeficiencia primaria, mieloma o leucemia
linfatica crénica. Hasta el presente se desconocia el riesgo de eventos
adversos tromboembdlicos para esta ruta de administracion. Las
investigaciones revelaron actividad pro-coagulante por lo menos en algunos
lotes. Como consecuencia de ello, se retird el producto Vivaglobin del mercado
y se reemplazd por el producto nuevo Hizentra (solucion 20% de
inmunoglobulinas humanas normales para inyecciéon subcutanea). Debido a
los eventos adversos informados para Vivaglobin, ahora es un requisito que los
productos de inmunoglobulina para administracién subcutanea tengan niveles

bajos de actividad procoagulante, de manera similar a los requisitos para los



productos de inmunoglobulina de administracion intravenosa.

[0007] Las serina proteasas dedicadas, conocidas genéricamente como
factores de coagulacion, son componentes integrales de ambas vias de
activacion por contacto y de factores tisulares de la cascada de la coagulacion.
Luego del estimulo de las vias de la coagulacion, los zimégenos de serina
proteaéas, que son precursores de enzimas inactivos, se convierten en
proteasas activadas que catalizan la activacién del siguiente zimégeno de
proteasa, dando como resultado la activacion de la cascada. Esta cascada de
la coagulacion culmina con la activacion de la trombina (Factor Ila) y del Factor
Xllla, cuya funcién consiste en convertir fibrindgeno (Factor I) en fibrina (Factor
la) y entrecruzar la fibrina para formar un coagulo de fibrina, respectivamente.

[0008] La via de activacion por contacto, también conocida como via de
coagulacién intrinseca, comienza con la activacién de la calicreina y del Factor
Xlla (FXlla) a partir de precalicreina y del Factor XII, respectivamente. La
serina proteasa activada FXlla corta al Factor XI (FXI), convirtiendo al
zimégeno en el Factor Xla (FXla), una serina proteasa activa que participa en
la subsiguiente activacion del Factor Xa (FXa).

[0009] Dada la preocupacién creciente por la presencia de serina
proteasas y zimogenos de serina proteasa en las composiciones de proteinas
derivadas de plasma, persiste la necesidad en el arte de métodos para reducir
los niveles de estos contaminantes, y en particular de FXI y FXla, en las
preparaciones de inmunoglobulinas.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

[0010] La presente invencién provee, entre otros aspectos, métodos para

reducir el contenido amidolitco (por ejemplo, de FXI y/o FXla) en



composiciones de inmunoglobulina IgG y en composiciones de
inmunoglobulina IgG con niveles menores de actividad amidolitica (por ejemplo,
FXI y/o FXla) que las composiciones comparables disponibles en el mercado.

[0011] En un primer aspecto, la presente invencién provee un método
para reducir el contenido del Factor XI (FXI) y/o del Factor Xla (FXla) en una
composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) proveer una composicién de inmunoglobulinas
derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y FXI y/o FXla; (b)
poner la composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma en contacto con
una resina de intercambio  cati6nico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprenden
un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir
las inmunoglobulinas 1gG y por lo menos una fraccién de FXI y/o FXla una
resina de intercambio cationico; (c) eluir las inmunoglobulinas 19G de la resina
de intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catiénico en
contacto con una solucién amortiguadora de elucién que comprende un pH de
por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato que comprende una porcién de cabeza y porcion de estabilizacion; y
(d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la porcién de
estabilizaciéon del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato no
comprende mas que un 80% del eluato.

[0012]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la solucibn amortiguadora de elucion comprende una
conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En otra forma de realizacion de los

métodos provistos previamente, la solucion amortiguadora de elucion



comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En otra forma de
realizacion de los métodos provistos previamente, la solucién amortiguadora de
elucion comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm.

[0013]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el método comprende ademas un paso de lavado de la resina de
intercambio catiénico que contiene las inmunoglobulinas y FXI y/o FXla unidos |
a la misma con una solucién amortiguadora de lavado que comprende un pH
no mayor que 6,0 y una conductividad menor que 11 mS/cm antes de eluir las
inmunoglobulinas de la resina de intercambio cationico en el paso (c).

[0014]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la resina de intercambio catiénico es una resina de intercambio
cationico débil. En una forma de realizacion especifica de los métodos
provistos previamente, la resina de intercambio cationico débil es una resina de
intercambio catidnico de carboximetilo.

[0015]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la solucién amortiguadora de elucion comprende un pH de entre
7,5y 8,5. En otra forma de realizacion de los métodos provistos previamente,
la solucién amortiguadora de elucion comprende un pH de 8,0 + 0,2.

[0016]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende cloruro de sodio
entre 200 y 300 mM. En otra forma de realizacién de los métodos provistos
previamente, la solucién amortiguadora de elucion comprende cloruro de sodio
entre 240 y 260 mM.

[0017]En una forma de realizacion de los métodos provistos

previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende glicina entre 100



mM y 300 mM. En oftra forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la solucién amortiguadora de elucion comprende glicina entre 175
mMy 225 mM.

[0018]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la porcién de cabeza del eluato consiste en no mas que un 70%
del eluato.

[0019]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar
un eluato con un pH no mayor que 7,0 separadamente del eluato con un pH
mayor que 7,0.

[0020]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizaciéon del eluato comprende recolectar
un eluato con un pH no mayor que 6,5 separadamente del eluato con un pH
mayor que 6,5.

[0021]En una forma de realizacién de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcién de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar
un eluato con un pH no maybr que 6,0 separadamente del eluato con un pH
mayor que 6,0.

[0022]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcién de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende recolectar

un eluato con un pH no mayor que 5,5 separadamente del eluato con un pH



mayor que 5,5.

[0023]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar
un eluato con un pH no mayor que 5,0 separadamente del eluato con un pH
mayor que 5,0.

[0024]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende
monitorear el pH del eluato.

[0025] En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, el paso de recolectar Ia porcion de cabeza del eluato comprende
los subpasos de: (i) monitorear la densidad 6ptica del eluato a 280 nm (DOago);
(i) comenzar la recoleccion cuando la DO280 del eluato se eleva por encima
de un primer umbral de DO,g de por lo menos 50 mAU; y (iii) terminar la
recoleccion cuando la DO280 del eluato cae por debajo de un segundo umbral
de DOz no menor que 500 mAU. En una forma de realizacion especifica, el
segundo umbral de DOg no es menor que 1 AU. En otra forma de realizacion
especifica, el segundo umbral de DO,gy no es menor que 2 AU.

[0026]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la solucién amortiguadora de lavado comprende un pH de entre
5,0y 6,0. En otra forma de realizacién de los métodos provistos previamente,
la solucién amortiguadora de lavado comprende un pH de 5,5 + 0,2.

[0027]En una forma de realizacién de los métodos provistos

previamente, menos que un 50% del FXI y/o del FXla unidos a la resina de



intercambio catidnico en el paso (b) esta presente en la porcion de cabeza del
eluato recolectado en el paso (d).

[0028]En wuna forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, menos que un 25% del FXI y/o del FXla unidos a la resina de
intercambio catiénico en el paso (b) esta presente en la porcion de cabeza del
eluato recolectado en el paso (d).

[0029]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, menos que un 10% del FXI y/o del FXla unidos a la resina de
intercambio catiénico en el paso (b) esta presente en la porcion de cabeza del
eluato recolectado en el paso (d).

[0030]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la cantidad de FXI y/o FXla se determina mediante un ensayo de
actividad amidolitica usando un sustrato especifico de FXla.

[0031]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma provista
en el paso (a) es un precipitado de la fraccién de plasma en suspension
seleccionado del grupo que consiste en un precipitado de la Fraccién |, un
~ precipitado de la Fraccion I+II+1ll, un precipitado de la Fraccién [+, la
Fraccion IV-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de
Kistler-Nitschmann y un precipitado modificado de los mismos.

[0032]En una forma de realizacion de los métodos provistos
previamente, la composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma provista
en el paso (a) es un precipitado de la Fraccion Il en suspension.

[0033]En un aspecto, la presente divuigacion provee un método para

reducir la actividad anti-complemento (ACA) en una composicion de
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inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) proveer una composicidon de inmunoglobulinas derivada de
plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera cantidad de ACA:
(b) poner la composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma en contacto
con una resina de intercambio catiénico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un
pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas 1gG y por lo menos una fraccién de la primera cantidad de
ACA a la resina de intercambio catiénico; (c) eluir las inmunoglobulinas 1gG de
la resina de intercambio catidnico poniendo la resina de intercambio catiénico
en contacto con una solucién amortiguadora de eluciéon que comprende un ‘pH
de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para
formar un eluato que comprende una porcién de cabeza y una porcién de
estabilizacion; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente
de la porcién de estabilizacion del eluato, en donde la porcidn de cabeza del
eluato no comprende mas que un 80% del eluato.

[0034]En wuna forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucion amortiguadora de elucibn comprende una
conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En otra forma de realizacién de los
métodos descritos previamente, la solucién amortiguadora de elucién
comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En otra forma de
realizacion de los métodos descritqs previamente, la solucién amortiguadora de
elucién comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm.

[0035]En una forma de realizacion de los métodos descritos

previamente, el método comprende ademas un paso de lavado de la resina de



intercambio catiénico que contiene las inmunoglobulinas y ACA unidas a la
misma con una solucién amortiguadora de lavado que comprende un pH no
mayor que 6,0 y una con_ductividad menor que 11 mS/cm antes de eluir las
inmunoglobulinas de la resina de intercambio catiénico en el paso (c).

[0036]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la resina de intercambio catiénico es una resina de intercambio
cationico debil. En una forma de realizaciéon especifica de los métodos
descritos previamente, la resina de intercambio catidnico débil es una resina de
intercambio catiénico de carboximetilo.

[0037]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende un pH de entre
7,5y 8,5. En otra forma de realizacion de los métodos descritos previamente,
la solucién amortiguadora de elucién comprende un pH de 8,0 + 0,2.

[0038]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende cloruro de sodio
entre 200 y 300 mM. En otra forma de realizacién de los métodos descritos
previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende cloruro de sodio
entre 240 y 260 mM.

[0039]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucion amortiguadora de elucion comprende glicina entre 100
mM y 300 mM. En otra forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucién amortiguadora de elucién comprende glicina entre 175
mMy 225 mM.

[0040] En una forma de realizacidn de los métodos descritos

previamente, la porcién de cabeza del eluato consiste en no mas que un 70%



del eluato.

[0041]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcidon de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende recolectar
eluato con un pH no mayor que 7,0 separadamente de eluato con un pH de
mas de 7,0.

[0042]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar
eluato con un pH no mayor que 6,5 separadamente de eluato con un pH de
mas de 6,5.

[0043]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcién de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar
eluato con un pH no mayor que 6,0 separadamente de eluato con un pH de
mas de 6,0.

[0044]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacidn del eluato comprende recolectar
eluato con un pH no mayor que 5,5 separadamente de eluato con un pH de
mas de 5,5.

[0045]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porciébn de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato comprende recolectar

eluato con un pH no mayor que 5,0 separadamente de eluato con un pH de



mas de 5,0.

[0046]En una forma de realizacibn de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
monitorear el pH del eluato.

[0047] En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el paso de recolectar la porcién de cabeza del eluato comprende
los subpasos de: (i) monitorear la densidad éptica del eluato a 280 nm (DO2s0);
(ify comenzar la recoleccién cuando la DO280 del eluato se eleva por encima
de un primer umbral de DO,gy de por lo menos 50 mAU; y (iii) terminar la
recoleccion cuando la DO280 del eluato cae por debajo de un segundo umbral
de DO2s no menor que 500 mAU.

[0048]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, el segundo umbral de DO280 no es menor que 1 AU. En otra
forma de realizacion de los métodos descritos previamente, el segundo umbral
de DO280 no es menor que 2 AU.

[0049]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la solucién amortiguadora de lavado comprende un pH de entre
5,0y 6,0. En otra forma de realizacion de los métodos descritos previamente,
la solucion amortiguadora de lavado comprende un pH de 5,5 + 0,2.

[0050]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacién a la concentracion de
inmunoglobulina 1gG, presente en la porcién de cabeza del eluato recolectado
en el paso (d) es menor que la concentracion de ACA, con relacion a la

concentracion de inmunoglobulina IgG, en la composicion de inmunoglobulinas



derivada de plasma provista en el paso (a).

[0051]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacion a la concentraciéon de
inmunoglobulina IgG, presente en la porcidén de cabeza del eluato recolectado
en el paso (d) es por lo menos un 25% menor que la concentracién de ACA,
con relacion a la concentracién de inmunoglobulina IgG, en la composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma provista en el paso (a).

[0052]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacién a la concentraciéon de
inmunoglobulina 1gG, presente en la porcién de cabeza del eluato recolectado
en el paso (d) es por lo menos un 50% menor que la concentracion de ACA,
con relacion a la concentracion de inmunoglobulina IgG, en la composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma provista en el paso (a).

[0053]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de
inmunoglobulina 1gG, presente en la porcion de cabeza d.eI eluato recolectado
en el paso (d) es menor que la concentracidon de ACA, con relacién a la
concentracion de inmunoglobulina 1gG, en la porcién de estabilizacion del
eluato recolectado en el paso (d).

[0054]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacion a la concentraciéon de
inmunoglobulina IgG, presente en la porcion de cabeza del eluato recolectado
en el paso (d) es menor que un 50% de la concentracién de ACA, con relacion
a la concentraciéon de inmunoglobulina IgG, en la porcién de estabilizacion del

eluato recolectado en el paso (d).



[0055]En wuna forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de
inmunoglobulina 1gG, presente en la porcién de cabeza del eluato recolectado
en el paso (d) es menor que un 25% de la concentracion de ACA, con relacién
a la concentracion de inmunoglobulina IgG, en la porcion de estabilizacién del
eluato recolectado en el paso (d).

[0056]En una forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma provista
en el paso (a) es un precipitado de la fraccion de plasma en suspension
seleccionado del grupo que consiste en un precipitado de la Fraccion I, un
precipitado de la Fraccién I+lI+lll, un precipitado de la Fraccion lI+lll, la
Fraccion IV-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de
Kistler-Nitschmann y un precipitado modificado de los mismos.

[0057]En wuna forma de realizacion de los métodos descritos
previamente, la composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma provista
en el paso (a) es un precipitado de la Fraccion Il en suspension.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0058]En la Figura 1 se muestra un cromatograma del paso de
cromatografia de flujo rapido (ff) CM Sepharose descrito en el Ejemplo 1. La
linea nimero 1 muestra la absorbancia UV; la linea nimero 2 muestra el pH y
la linea numero 3 muestra la conductividad del efluente a la salida de la
columna. La densidad éptica a 280 nanometros indica una separacion parcial
de dos fracciones durante la elucién de la proteina de la columna ff CM
Sepharose. El pH a la salida de la columna comienza a aumentar justo antes

del comienzo de la re-elevacion de la absorbancia de UV durante la elucién.
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En este punto, se separaron las dos fracciones de eluato como se muestra en
el cromatograma como F4 y F5 (fraccion 4 y fraccion 5), denominadas E1 y E2
de aqui en adelante.

[0039] En la Figura 2 se muestra una cromatografia de la corrida ff CM
Sepharose que se describe en el Ejemplo 2. llustra el transcurso del pH y la
DO280 durante la elucion de la fraccion de IgG de la ff CM Sepharose (material
de partida: via Il de la pasta de la fraccion Il de Cohn; P24701IV; pasos de
adsorcion: FIX; FVII; AT 1),

[0060]En la Figura 3 se muestra un cromatograma del paso de
cromatografia de flujo rapido (ff) CM Sepharose descrito en el Ejemplo 11. La
linea numero 1 muestra la absorbancia UV; la linea nimero 3 muestra el pH y
la linea nimero 2 muestra la conductividad del efluente a la salida de la
columna.

[0061]En la Figura 4 se muestra un cromatograma del paso de
cromatografia de flujo rapido (ff) CM .Sepharose descrito en el Ejemplo 12. La
linea nimero 1 muestra la absorbancia UV; la linea nimero 3 muestra el pH y
la linea nimero 2 muestra la conductividad del efluente a la salida de la
columna.

[0062]En la Figura 5 se muestra un cromatograma del paso de
cromatografia de flujo rapido (ff) CM Sepharose descrito en el Ejemplo 13. La
linea numero 1 muestra la absorbancia UV; la linea nimero 3 muestra el pHy
la linea nimero 2 muestra la conductividad del efluente a la salida de la
columna.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

l. Introduccion



[0063]Dado el amplio uso de las composiciones terapéuticas de
inmunoglobulinas intravenosas derivadas de plasma, resulta de vital
importancia asegurar la seguridad de estas composiciones. La preocupacion
acerca del contenido amidolitico de las composiciones de inmunoglobulinas
junto con la aparicién de eventos tromboembélicos en pacientes a quienes se
les administran inmunoglobulinas derivadas de plasma ha destacado la
necesidad de metodos para reducir eficazmente serina proteasas (por ejemplo,
FXla'y FXlla) y zimégenos de serina proteasa (por ejemplo, FXI y FXII) durante
la elaboracién de las inmunoglobulinas.

[0064]La presente invencion se basa por lo menos en parte en el
sorprendente hallazgo que se pueden eliminar cantidades significativas de
actividad amidolitica (por ejemplo, FXl y/o FXla) y/o de actividad anti-
complemento (ACA) de una composiciéon de inmunoglobulinas por recoleccion
de tan solo la porcién de cabeza de un eluato de intercambio catiénico. Como
tales, en la presente se proveen métodos para reducir la concentracién de
serina proteasas y de zimogenos de serina proteasas durante la elaboracion de
composiciones de proteinas derivadas de plasma.

[0065] En un aspecto, la invencion se basa en el descubrimiento que
durante una elucién en un solo paso de una resina de intercambio cationico, las
inmunoglobulinas IgG son liberadas de la resina antes de la eluciéon de una
fraccion significativa de actividad amidolitica (por ejemplo, aportada por al
menos FXI y/o FXla) y/o de ACA. Especificamente, se encontré que cuando se
pone una resina de intercambio catiénico que contiene inmunoglobulinas IgG y
proteinas que contribuyen con la actividad amidolitica unidas a la misma en

contacto con una solucién amortiguadora de eluciéon que tiene un pH mayor
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que al menos 7,0, el eluato inicial recuperado de la columna tiene un pH bajo
(por ejemplo, un pH menor que 5,0). Después de un periodo de tiempo, el pH
del eluato recuperado de la columna cambia a por encima de 7,0.
Sorprendentemente, se encontré que el eluato inicial con un pH bajo contiene
niveles bajos de actividad amidolitica, contenido de FXI y/o FXla y/o contenido
de ACA, en tanto el eluato recuperado después del cambio de pH contiene un
nivel significativamente mayor de actividad amidolitica, de contenido de FXI y/o
FXla y/o de contenido de ACA.

[0066] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se basa en un
método para separar una fraccion significativa de actividad amidolitica (por
ejemplo, Factor XI y/o Factor Xla) y/o ACA de una composicion de
inmunoglobulinas 1gG por unién de las inmunoglobulinas IgG, la actividad
amidolitica y/o ACA a una resina de intercambio catiénico, eluciéon de las
inmunoglobulinas IgG, la actividad amidolitica y/o ACA en una elucién de un
solo paso y recoleccién de la porcién de cabeza del eluato, caracterizado por
un alto rendimiento de IgG, una baja actividad amidolitica y/o un bajo contenido
de ACA, separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato,
caracterizado por un bajo rendimiento de IgG, una gran actividad amidolitica
y/o un gran contenido de ACA.

[0067] Entre otras ventajas, los métodos de la invencién proveen (1)
métodos simples para eliminar la actividad amidolitica de composiciones de
inmunoglobulina IgG mediante cromatografia de intercambio catidnico con una

elucion de un solo paso; (2) métodos simples para identificar rapidamente
fracciones de un eluato de intercambio catiénico de inmunoglobulina IgG con

actividades amidoliticas elevadas (es decir, contenido alto de FXI y/o FXla),
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basados en el monitoreo del pH del eluato; (3) métodos para eliminar la
actividad amidolitica de una composicién de inmunoglobulina IgG que no es
afectada por la concentracion de proteina cargadas en una resina de
intercambio catiénico, permitiendo un simple aumento de escala para los
procesos de elaboracion a gran escala; (4) métodos que permiten una
determinacion rapida de las fracciones eluidas de intercambio catiénico
inmunoglobulina 1gG a usar en procesamientos posteriores, basado en el
monitoreo del pH; (5) métodos que permiten reducir significativa la actividad
amidolitica (por ejemplo, el contenido de FXI y/o FXla) con una pérdida minima
de rendimiento de inmunoglobulina IgG; (6) métodos para elaborar
composiciones de inmunoglobulina IgG que tienen una menor concentracién de
agregados de IgG, menor actividad PKA, menor actividad amidolitica medida
con sustratos cromogénicos (incluyendo, pero en un sentido no limitativo, el
sustrato PL-1), una mayor concentracién de monémeros de IgG y una
distribucion de subclases de IgG mas deseable; (7) métodos que permitan
determinar rapidamente las fracciones de elucién por intercambio catiénico de
inmunoglobulina IgG para usar en un procesamiento posterior, basado en el
volumen de elucién del paso cromatografico; (8) métodos que permiten
determinar rapidamente las fracciones elucién por intercambio catiénico de de
inmunoglobulina IgG para usar en un procesamiento posterior, basado en la
absorbancia de proteinas de la fraccion particular; (9) la capacidad para utilizar
las caracteristicas ventajosas de la invencién en procesos de elaboracién a
gran escala; (10) enriquecimiento en la actividad amidolitica para su
identificacién y cuantificacion; (11) métodos simples para eliminar la actividad

anti-complemento (ACA) de composiciones de inmunoglobulina 1gG por
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cromatografia de intercambio catiénico con elucion de un solo paso; (12)
métodos simples para identificar rapidamente fracciones de un eluato de
intercambio catiénico de inmunoglobulina IgG con gran actividad anti-
complemento (ACA), basado en el monitoreo del pH del eluato; (13) métodos
para eliminar la actividad anti-complemento (ACA) de una composicion de
inmunoglobulina IgG que no es afectada por la concentracién de proteinas
cargadas sobre una resina de intercambio catiénico, permitiendo un aumento
de escala simple para los procesos de elaboracion a gran escala; (14) métodos
que permiten una reduccién significativa en la actividad anti-complemento
(ACA) con pérdida minima del rendimiento de inmunoglobulina IgG; (15)
metodos para elaborar composiciones de inmunoglobulina IgG con una menor
concentracion de agregados de IgG, menor actividad anti-complemento (ACA),
una mayor concentracion de mondémeros de IgG y una distribucion de
subclases de IgG mas deseable; y (16) enriquecimiento en actividad anti-
complemento (ACA) para su identificacion y cuantificacion.
I1. Definiciones

[0068] Segun se usa en la presente, el término tratamiento con “IgG
intravenosa” o “IVIG” generalmente hace referencia a un método terapéutico
que comprende la administracion intravenosa, subcutanea o intramuscular de
una composicion de inmunoglobulinas IgG a un paciente, con el objeto de tratar
diversas afecciones, tales como las deficiencias inmunes, las enfermedades
inflamatorias y las enfermedades autoinmunes. Las inmunoglobulinas IgG
tipicamehte se combinan y se preparan a partir del plasma. Se pueden usar
anticuerpos completos o fragmentos de los mismos. Las inmunoglobulinas IgG

pueden formularse en mayores concentraciones (por ejemplo, mayores que
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10%) para la administracion subcutdnea, o pueden formularse para la
administracién intramuscular. Esto es particularmente comdn para las
preparaciones de IgG especializadas, que se preparan con titulos mayores que
el promedio para antigenos especificos (por ejemplo, el factor Rho D, la toxina
de Pertussis, la toxina del tétanos, la toxina del botulismo, la rabia, etcétera).
Para simplificar la descripcién, estas composiciones de IgG formuladas para
una administracion subcutdnea o intramuscular también se incluyen en el
término “IVIG” en esta solicitud.

[0069] Seguin se usa en la presente, el término “actividad amidolitica” se
refiere a la capacidad de un polipéptido para catalizar la hidrélisis de por lo
menos un enlace peptidico en otro polipéptido. La actividad amidolitica perfil
de una composicién de inmunoglobulina IgG se puede determinar por
evaluacion con diversos sustratos cromogénicos, con diferentes
especificidades por las proteasas presentes en el plasma humano, incluyendo
en un sentido no limitativo PL-1 (amplio espectro), S-2288 (amplio espectro), S-
2266 (FXla, calicreinas glandulares), S-2222 (FXa, tripsina), S-2251 (Plasmina)
y §-2302 (Calicreina, FXla y FXlla). Los métodos para determinar la actividad
amidolitica de una composicién son bien conocidos en el arte, por ejemplo,
como se describe en M. Etscheid et al., (Identification of kallikrein and FXla as
impurities in therapeutic immunoglobulins: implications for the safety and control
of intravenous blood products, Vox Sang 2011; cuya divulgacion se incorpora
expresamente en su totalidad en la presente a modo de referencia para todo
fin.)

[0070] Segun se usa en la presente, el término “actividad anti-

complemento,” “actividad anticomplementaria” y “ACA” se usan indistintamente
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y se refieren a la capacidad de una composicion de proteinas, por ejemplo, una
composicion de inmunoglobulinas IgG, para consumir el potencial de
complemento en un ensayo de complemento, por ejemplo, un método basado
sustancialmente en el método descrito en "Public Health Monography" N° 74;
Standardized Diagnostic Complement Fixation Method and Adaptation to
Microtest, Washington, 1965, y E. A. Kabat y M. Mayer, Experimental
Inmunochemistry, 2 Ed. Thomas Springfield 1961, cuyos contenidos se
incorporan expresamente en su totalidad en la presente a modo de referencia
para todo fin. La unidad tipica de actividad del complemento es la cantidad de
complemento que producira la lisis de 2,5x10% de un total de 5x108, glébulos
rojos apropiadamente sensibilizados en la actividad del complemento descrita
en la presente.

[0071]En una forma de realizacién, la ACA se mide usando una
suspension estandarizada de eritrocitos de ovino sensibilizados en anticuerpos,
que se incubé con diferentes diluciones de suero de cobayo que sirve como
fuente del complemento. El grado de hemolisis se mide por espectrofotometria.
Por ejemplo, para determinar la actividad anticomplementaria del producto de
inmunoglobulinas, se preparan soluciones de prueba que contienen diversas
cantidades del producto de inmunoglobulinas y 2 unidades C'Hso de suero de
cobayo por ml. En una forma de realizacion especifica, la actividad
anticomplementaria se mide por incubacién de una cantidad definida de un
material de prueba (por ejemplo, 10 mg de inmunoglobulina 1gG) con una
cantidad definida de complemento de cobayo (por ejemplo, 20 C’'Hsg) y se titula
el complemento remanente. La actividad anticomplementaria se expresa como

el porcentaje de consumo del complemento con relacion al control de



complemento, considerado como el 100%. En una forma de realizacién, la
ACA se mide de acuerdo con las normas que se describen en European
Pharmacopoeia: Human normal immunoglobulin for intravenous administration.
European Pharmacopoeia 6.3, monografia 2.6.17, 4166-4168. Consejo
Europeo, Strasbourg Cedex, Francia, cuyo contenido se incorpora
expresamente por completo en la presente en la presente a modo de referencia
para todo fin.

[0072] Los métodos para disminuir la actividad anticomplementaria de
las composiciones destinadas a una administracion intravenosa se describen
en la literatura (Schultz, H. E. y Schwick, G., Dtsch. med. Wochenschrift 87
(1962), 1643; Barandun, S. et al., Vox Sang, 28 (1957), 157; Barandun, S. et
al., Vox Sang, 7 (1962), 187; y Stephen, W., Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. 7
(1969), 282, cuyos contenidos se incorporan expresamente por completo en la
presente en la presente a modo de referencia para todo fin).

[0073] Segln se usa en la presente, “plasma pobre en crioprecipitados”
se refiere al sobrenadante formado después de una precipitacién en frio
(crioprecipitacion) de plasma o plasmas agrupados a temperaturas cercanas al
congelamiento, por ejemplo, a temperaturas inferiores a 10°C
aproximadamente. En el contexto de la presente invencién, el plasma se
puede referir indistintamente al plasma recuperado (es decir, plasma que ha
sido separado de la sangre completa ex vivo) o plasma de fuentes (es decir,
plasma recolectado por plasmaféresis). La crioprecipitacién cominmente se
lleva a cabo, por ejemplo, por descongelamiento de un plasma agrupado
congelado con anterioridad, que ya ha sido evaluado por sus condiciones de

seguridad y calidad, aunque también se puede usar plasma fresco. El



descongelamiento tipicamente se efectia a una temperatura no mayor que
6°C. Una vez que se ha descongelado el plasma congelado a baja
temperatura, se realiza una centrifugacién en frio (por ejemplo, < 6°C) para
separar los crioprecipitados solidos del liquido sobrenadante. Como
alternativa, el paso de separacion puede realizarse por filtracion en lugar de
centrifugacion.

[0074] Segun se usa en la presente, una “agrupacién de Cohn” se refiere
al material de partida usado para el fraccionamiento de una muestra de plasma
O una agrupacion de muestras de plasma. Las agrupaciones de Cohn incluyen
plasma completo, muestras de plasma pobre en crioprecipitado y agrupaciones
de muestras de plasma pobre en crioprecipitado que pueden haber pasado, o
no, por un paso de pre-procesamiento. En determinadas formas de realizacion,
una agrupacion de Cohn es una muestra de plasma pobre en crioprecipitado de
la cual se ha eliminado uno o mas factores sanguineos en un paso de pre-
procesamiento, por ejemplo, adsorcién sobre una fase sdlida (por ejemplo,
hidroxido de aluminio, diéxido de silicona finamente dividido, etc.) o en un paso
cromatografico (por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico o de afinidad
por heparina). Se pueden aislar diversos factores sanguineos, incluyendo pero
en un sentido no limitativo actividad de bypass inhibidora del Factor ocho
(FEIBA), complejo del Factor IX,' concentrado del Factor VIl o complejo de
antitrombina Ill, de la muestra de plasma pobre en crioprecipitado para formar
una agrupacién de Cohn.

[0075] Seguin se usa en la presente, el término “porcion de cabeza del
eluato” se refiere a una primera fraccién de una composicion de

inmunoglobulinas eluida de una resina de intercambio catidnico, donde la
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fraccion se caracteriza por un alto rendimiento de inmunoglobulinas y una
actividad amidolitica reducida en comparacién con la actividad amidolitica total
unida a la resina antes de la elucién. La porcién de cabeza del eluato es la
primera fraccion de un eluato que es liberada de una columna de intercambio
cationico, que tiene lugar antes de la liberacion (es decir, elucién) de una
segunda fraccién de una composiciéon de inmunoglobulinas (conocida como la
“porcién de estabilizacion del eluato”). La porcién de estabilizacion del eluato
solamente contiene una pequefia cantidad de inmunoglobulinas (tipicamente
no mas que un 25%, preferentemente no mas que un 10%, de las
inmunoglobulinas unidas a la columna) y se caracteriza por una mayor
concentracion de actividad amidolitica en comparaciéon con la porcién de
cabeza del eluato. En diversas formas de realizacién, las porciones de cabeza
y de estabilizacién del eluato se pueden definir por diversas caracteristicas,
incluyendo en un sentido no limitativo, el pH del eluato, el rendimiento de
proteinas (por ejemplo, expresado como un porcentaje de proteinas unidas a la
resina), la concentracion de proteinas (por ejemplo, determinada por la
densidad optica) del eluato, el volumen de eluato y semejantes.

[0076] Segin se usa en la presente, el término ‘“ultrafiltracion (UF)”
abarca una variedad de métodos de filtracidon por membrana donde se fuerza
un liquido a través de una membrana semipermeable con presion hidrostatica.
Se retienen los sélidos suspendidos y los solutos de mayor peso molecular,
mientras que el agua y los solutos de bajo peso molecular pasan a través de la
membrana. Este proceso de separacion frecuentemente se usa para purificar y
concentrar soluciones macromoleculares (de 10°%-10° Da), especialmente

soluciones de proteinas. Hay diversos tipos de membranas de ultrafiltracion



disponibles, dependiendo del tamarfio de las moléculas que retienen. La
ultrafiltracion tipicamente se caracteriza por membranas con poros con
tamafios de entre 1 y 1000 kDa y por presiones de operacién de entre 0,01 y
10 bares, y es particularmente util para separar proteinas, por ejemplo,
proteinas, de moléculas pequefias, tales como azucares y sales.

[0077] Segln se usa en la presente, el término "diafiltracion” se realiza
con las mismas membranas que la ultrafiltracién y se puede correr en Ila
modalidad de filtracién de flujo tangencial o de punto muerto. Durante la
diafiltracién, el amortiguador se introduce en el tanque de reciclado mientras el
filtrado se retira de la unidad de operacion. En los procesos donde el producto
estd en la fraccion retenida (por ejemplo, las inmunoglobulinas IgG), la
diafiltracion permite separar los componentes del producto combinado por
lavado, para llevarlos al filtrado, con lo que se intercambian los amortiguadores
y se reduce la concentracion de especies indeseables.

[0078] Segun se usa en la presente, el término “detergente” es sin6nimo
de los términos “agente tensioactivo” y “agente con actividad en superficie”.
Los agentes tensioactivos tipicamente son compuestos organicos anfifilicos, es
decir, contienen grupos hidrofébicos (“colas”) y grupos hidrofilicos (“cabezas”),
que tornan los agentes tensioactivos solubles en solventes organicos y en
agua. Un agente tensioactivo puede clasificarse en funcién de la presencia de
grupos formalmente cargados en su cabeza. Un agente tensioactivo no idnico
no tiene grupos cargados en su cabeza, mientras que un agente tensioactivo
ionico tiene una carga neta en su cabeza. Un agente tensioactivo zwiteridnico
contiene una cabeza con grupos con cargas opuestas. Algunos ejemplos de

agentes tensioactivos comunes incluyen los agentes tensioactivos aniénicos



(basados en aniones sulfato, sulfonato o carboxilato), por ejemplo,
perfluorooctancato (PFOA o PFO), perfluorooctanosulfonato (PFOS),
dodecilsulfato de sodio (SDS), laurilsulfato de sodioc y otras sales de
alquilsulfatos, lauretsulfato de sodio (también conocido como lauril éter sulfato
de sodio o SLES), alquilbencensulfonato; agentes fensioactivos catidnicos
(basados en cationes de amonio cuaternario), por ejemplo, bromuro de cetil
trimetilamonio  (CTAB), también  conocido como  bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, y otras sales de alquiltrimetilamonio, cloruro de
cetilpiridinio (CPC), seboamina polietoxilada (POEA), cloruro de benzaiconio
(BAC), cloruro de benzetonio (BZT); acidos grasos de cadena larga y sus sales,
incluyendo caprilato, acido caprilico, heptanoato, acido hexanoico, acido
heptanoico, acido nonanoico, acido decanoico y semejantes; agentes
tensioactivos  zwiteridnicos (anfotéricos), por ejemplo, dodecilbetaina;
cocamidopropilbetaina; coco anfo glicinato; agentes tensioactivos no iénicos,
por ejemplo, alquil poli(éxido de etileno), alquilfenol poli(éxido de etileno),
copolimeros de poli(éxido de etileno) y poli(dxido de polipropileno) (conocidos
comercialmente como poloxameros o poloxaminas), alquil poliglucésidos,
incluyendo octil glucésido, decil maltésido, alcoholes grasos (por ejemplo,
alcohol cetilico y alcohol oleilico), cocoamida MEA, cocoamida DEA,
polisorbatos (Tween 20, Tween 80, etcétera), detergentes Triton y 6xido de
dodecildimetilamina.

[0079] Segin se usa en esta solicitud, el término “atomizacion” hace
referencia a un medio para administrar una sustancia liquida en un sistema, por
ejemplo, durante un paso de precipitaciéon con aicohol, tal como el paso de

precipitacién de las fracciones de Cohn modificadas | o II+lll, en forma de
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pequenas gotas o una neblina de dicha sustancia liquida. La atomizacién
puede llevarse a cabo usando cualquier dispositivo presurizado, tal como un
recipiente (por ejemplo, una botella atomizadora) que tiene una cabeza o una
tobera atomizadora y que se opera manual o automaticamente, para generar
una neblina fina a partir de un liquido. Tipicamente, la atomizacion se lleva a
cabo mientras se agita o se mezcla continuamente el sistema que recibe la
sustancia liquida, con el fin de asegurar una distribucion rapida y pareja del
liquido en el sistema.

[0080] Una “cantidad o dosis terapéuticamente eficaz” o una “cantidad o
dosis suficiente/eficaz” hacen referencia a una dosis que produce los efectos
- que se buscan con la administracién. La ddsis exacta dependera del propésito
del tratamiento y podra ser determinada por aquellos versados en la técnica,
usando procedimientos conocidos (véanse, por ejemplo, Lieberman,
Pharmaceutical Dosage Forms (volimenes 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science
and Technology of Pharmaceutical Comppunding (1999); Pickar, Dosage
Calculations (1999); y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202
edicion, 2003, Gennaro, editor, Lippincott, Williams & Wilkins). The Science and
Practice of Pharmacy (20° Edicion, 2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams &
Wilkens). |

. Reduccién de la actividad amidolitica

[0081]En un aspecto, la presente divulgacidon provee métodos
cromatograficos para reducir la actividad amidolitica (por ejemplo, por
reduccion del contenido de FXI/FXla y/o FXII/FXIlla) de una composicion de
inmunoglobulina IgG derivada de plasma. Asimismo, la divulgacién también

provee composiciones de inmunoglobulina IgG derivadas de plasma que



contienen niveles bajos de actividad amidolitica (por ejemplo, niveles bajos de
FXI/FXla y/o FXII/FXlla) preparadas de acuerdo con los métodos provistos en
la presente. Ventajosamente, los métodos descritos en la presente proveen
composiciones de inmunoglobulina IgG derivadas de plasma con perfiles de
seguridad mejorados. Especificamente, las composiciones provistas por estos
métodos tienen un potencial reducido para causar eventos tromboembolicos
indeseados, en comparacién con las composiciones de inmunoglobulina 1gG
elaboradas actualmente.

A. Métodos de fraccionamiento

[0082] La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento que
la mayor parte de la actividad amidolitica presente en una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma eluye de una resina de intercambio
cationico en la porcién de estabilizacion de un eluato creado por un paso de
elucion, en tanto una mayor parte del contenido de inmunoglobulinas de la
fraccién eluye en la porcion de cabeza de dicho eluato. Por lo tanto, al
recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcién de
estabilizacion del eluato, se reduce significativamente la actividad amidolitica
de la preparacion resultante de inmunoglobulinas. Especificamente, en la
presente se demuestra que el contenido de Factor Xla, y por consiguiente la
actividad amidolitica asociada con el contenido de Factor Xla, esta
significativamente reducido en las composiciones de inmunoglobulinas
preparadas de acuerdo con los métodos provistos en la presente.

[0083] Por lo tanto, en una forma de realizacion, la presente invencion
provee un método para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una

composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método



comprende los pasos de: (a) unir las inmunoglobulinas 1gG y la actividad
amidolitica (es decir, proteinas contaminantes que tienen actividad amidolitica)
sobre una resina de intercambio cati6nico; (b) opcionalmente lavar la resina de
intercambio cati6nico sobre la cual estan unidas las proteinas con una solucién
amortiguadora de lavado para eliminar los contaminantes asociados
sueltamente; (c) conducir un solo paso de elucion de las inmunoglobulinas IgG
y la actividad amidolitica; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato, en donde la porcién
de cabeza del eluato comprende una composicién de inmunoglobulina IgG que
contiene una cantidad reducida de actividad amidolitica en comparacién con la
composicion de partida y la porcion de estabilizacion del eluato contiene una
gran concentracion de actividad amidolitica. En una forma de realizacion
especifica, la actividad amidolitica es el Factor Xla presente en la composicion.
En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio catiénico es una
resina de intercambio cationico débil. En una forma de realizacién especifica,
la resina de intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).
[0084] En una forma de realizacién especifica, la invencion provee un
metodo para reducir la cantidad de Factor XI (FXI) y/o de Factor Xla (FXla) en
una composiciéon de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho
método comprende los pasos de: (a) poner una composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas 1gG y
FXI y/o FXla en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en
una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11

mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de FXI y/o



f

FXla a la resina de intercambio catiénico; (b) eluir las inmunoglobulinas de Ia
resina de intercambio catidnico poniendo la resina de intercambio catiénico en
contacto con una solucién amortiguadora de elucion que comprende un pH de
por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato
comprende una composicion de inmunoglobulina IgG que tiene una cantidad
reducida de actividad amidolitica en comparacién con la composicion de partida
y la porcién de estébilizacién del eluato contiene una gran concentraciéon de
actividad amidolitica. En otra forma de. realizaciéon especifica, la solucién
amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo menos 20
mS/cm. En aln otra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora
de elucién comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En adn
otra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de
realizacion preferida, la resina de intercambio catiénico es una resina de
intercambio catiénico débil. En una forma de realizacion especifica, la resina
de intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0085] En una forma de realizacion especifica, el método comprende los
pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y FXI y/o FXla en contacto con una
resina de intercambio cati6nico dispuesta en una columna de cromatografia
bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un pH de entre
48 y 5,6 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las

inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de FXI y/o FXla a la resina de



intercambio catiénico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la resina de intercambio
cationico poniendo la resina de intercambio catidnico en contacto con una
solucion amortiguadora de elucion que comprende un pH de por lo menos 7,5 y
una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un eluato: y (¢)
recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacion del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato comprende
una composicion de inmunoglobulina IgG que tiene una cantidad reducida de
actividad amidolitica en comparacion con la composicién de partida y fa porcion
de estabilizacion del eluato contiene una gran concentracién de actividad
amidolitica. En una forma de realizacion especifica, el pH de la primera
solucion es de 5,2 + 0,3. En otra forma de realizacion especifica, el pH de Ia
primera solucion es de 5,2 £ 0,2. En otra forma de realizacion especifica, el pH
de la primera soluciéon es de 5,2 + 0,1. En adn otra forma de realizacién
especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2. En ain otras formas de
realizacion, el pH de la primera solucion es de 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4,
55,5,6,5,7, 58,59 66,0. Enotra fqrma de realizacién especifica, la solucion
amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo menos 20
mS/cm. En ain otra forma de realizacién especifica, la soluciéon amortiguadora
de elucion comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En aun
otra forma de realizacién especifica, la solucion amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de
realizacion preferida, la resina de intercambio catibénico es una resina de
intercambio catiénico débil. En una forma de realizacién especifica, la resina
de intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0086] En una forma de realizacion especifica, el método comprende los
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pasos de: (a) poner una composicion de.inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y FXI y/o FXla en contacto con una
resina de intercambio catiénico dispuesta en una columna de cromatogra'ﬁa
bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un pH no mayor
que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de FXI y/o FXla a la resina de
intercambio catidnico; (b) lavar la resina con las inmunoglobulinas y FXI y/o
FXla unidas a la misma con una solucion amortiguadora que tiene una
conductividad suficientemente baja de modo que las inmunoglobulinas no
eluyen de la resina y un pH de entre 5,1 y 5,9; (c) eluir las inmunoglobulinas de
la resina de intercambio cationico poniendo la resina de intercambio catiénico
en contacto con una solucion amortiguadora de elucion que comprende un pH
de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para
formar un eluato; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcidn
de cabeza del eluato comprende una composicion de inmunoglobulina IgG que
tiene una cantidad reducida de actividad amidolitica en comparacién con la
composicion de partida y la porcion de estabilizacién del eluato contiene una
gran concentracion de actividad amidolitica. En una forma de realizacién
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de 5,5 + 0,3. En
otra forma de realizacién especifica, el pH de la solucion amortiguadora de
lavado es de 5,5 + 0,2. En otra forma de realizacién especifica, el pH de la
solucién amortiguadora de lavado es de 5,5 + 0,1. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de 5,5. En aln

otras formas de realizacion, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de



9,0,51,52,53,54,55,586, 57,58, 5,9, 06,0. En otra forma de realizacion
especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad
de por lo menos 20 mS/cm. En aln otra forma de realizacién especifica, la
solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo
menos 22 mS/cm. En aun otra forma de realizacion especifica, la solucion
amortiguadora de elucion comprende una conductividad de por lo menos 25
mS/cm. En una forma de realizacién preferida, la resina de intercambio
catiénico es una resina de intercambio catiénico débil. En una forma de
realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una resina de
carboximetilo (CM).

[0087] En una forma de realizacion especifica, el método comprende los
pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y FXI y/o FXla en contacto con una
resina de intercambio cationico dispuesta en una columna de cromatografia
bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un pH no mayor
que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de FXI y/o FXla a la resina de
intercambio catidnico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la resina de intercambio
cationico poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto con una
solucion amortiguadora de elucién que comprende un pH de 7,8 + 0,4 y una
conductividad de por lo menos 20 mS/cm para formar un eluato; y (c) recolectar
la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion
del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato comprende una
composicion de inmunoglobulina IgG que tiene una cantidad reducida de

actividad amidolitica en comparacién con la composicion de partida y la porcidn



de estabilizacién del eluato contiene una gran concentracion de actividad
amidolitica. En una forma de realizacion especifica, el pH de la solucién
amortiguadora de elucién es de 7,8 + 0,3. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,8 + 0,2. En
otra forma de realizacion especifica, el pH de la soluciéon amortiguadora de
elucion es de 7,8 + 0,1. En otra forma de realizacion especifica, el pH de la
solucion amortiguadora de elucién es de 7,8. En aun otras formas de
realizacion, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,0, 7,1, 7,2,
7,36,74,75,76,7,7,78,7)9, 8,0, 81, 82,83,84 08,5 En aun otra forma
de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En aln otra forma de realizacién
especifica, la solucion amortiguadora de elucidn comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio catidnico es una resina de intercambio catiénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

[0088] En general, el material de partida usado en los métodos provistos
en la presente incluyen cualquier fraccion o composicion de plasma que
comprenda inmunoglobulina 1gG y actividad amidolitica. Como tal, en una
forma de realizacién, el plasma es fraccionado parcialmente o por completo de
acuerdo con cualquiera de los esquemas de purificacion conocidos en el arte.
En una forma de realizacion especifica, el plasma se fracciona para producir un
precipitado de la Fraccion |, un precipitado de la Fraccion I, un precipitado de
la Fraccion I+lI+lll, un precipitado de la Fraccién lI+1ll, la Fraccion V-1, un

precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de Kistler-Nitschmann o



un precipitado modificado de los mismos, que se pueden usar como material de
partida para los métodos provistos en la presente.

[0089] En una forma de realizacion preferida, el plasma se fracciona
mediante uno o mas pasos de precipitacion por etanol. Los pasos de
precipitacion por etanol se pueden emplear para precipitar las
inmunoglobulinas deseadas fuera de la solucion, reteniendo al mismo tiempo
por lo menos una proteina distinta de una inmunoglobulina en el sobrenadante
0 para precipitar por lo menos una proteina distinta de una inmunoglobulina
fuera de la solucion, reteniendo al mismo tiempo Ia inmunoglobulina deseada
en el sobrenadante. Los métodos de fraccionamiento de inmunoglobulinas en
esta modalidad son bien conocidos en el arte. Los ejemplos de precipitados
por etanol incluyen, en un sentido no limitativo, un precipitado de la Fraccion |,
un precipitado de la Fraccion I+lI+1ll, un precipitado de la Fracciéon I+l la
Fraccion V-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de
Kistler-Nitschmann y precipitados modificados de los mismos. En una forma de
realizacién particularmente preferida, se enriquece el contenido de las
inmunoglobulinas presentes en un plasma pobre en crioprecipitados mediante
un proceso con etanol de cuatro pasos, que comprende un paso de
precipitacion de la Fraccion I+[I+1l, un paso de precipitacion de A, un paso de
precipitacion de B y un paso de precipitacion de la Fraccion 1.

[0090] En una forma de realizacion, el material de partida de los métodos
para reducir la actividad amidolitica provistos en la presente se preparan
mediante fraccionamiento por etanol de plasma humano agrupado (por
ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En una forma de realizacion

especifica, el fraccionamiento por etanol incluye precipitacion de la Fraccién



I+I1+1Il de plasma pobre en crioprecipitados, precipitacion de la Fraccion A de
un precipitado de la Fraccion I+l1+l1l en suspensién, precipitacion de la Fraccién
B de un precipitado de la Fraccion A en suspension y precipitacion de la
Fraccién |l de un sobrenadante de la Fraccion A, como se describird mas
adelante. En otra forma de realizacion especifica, el fraccionamiento por etanol
incluye precipitacién de la Fraccién | de plasma pobre en crioprecipitados,
precipitacion de la Fraccién Il+ll de un sobrenadante de la Fraccién | y
precipitacion de la Fraccion Il de un precipitado de la Fraccion I+l en
suspension.

[0091] Segin se demuestra en la presente, las caracteristicas
ventajosas de los métodos provistos en la presente son retenidas cuando se
aplican a procedimientos de elaboracién a gran escala. Con respecto a la
preparacion de composiciones de inmunoglobulina IgG, una elaboracion a gran
escala se refiere un procesos que permiten el enriquecimiento en
inmunoglobulinas a partir de por lo menos 100 | de material de partida de
plasma agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En general,
en los procesos de elaboracion de inmunoglobulinas a gran escala se
fraccionarad entre 100 | y 20.000 | de plasma agrupado por lote. En
determinadas formas de realizaciéon, un proceso de elaboracion de
inmunoglobulinas a gran escala se refiere al fraccionamiento de pbr lo menos
100 | de plasma agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En
otra forma de realizacion, un proceso de elaboracién de inmunoglobulinas a
gran escala se refiere al fraccionamiento de por lo menos 500 | de plasma
agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En otra forma de

realizacion, un proceso de elaboracion de inmunoglobulinas a gran escala se



refiere al fraccionamiento de por lo menos 1.000 | de plasma agrupado (por
ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En otra forma de realizacion, un
proceso de elaboracion de inmunoglobulinas a gran escala se refiere al
fraccionamiento de por lo menos 5.000 | de plasma agrupado (por ejemplo,
plasma pobre en crioprecipitados). En ain otra forma de realizacion, un
proceso de elaboracién de inmunoglobulinas a gran escala se refiere al
fraccionamiento de por lo menos 10,000 | de plasma agrupado (por ejemplo,
plasma pobre en crioprecipitados).

[0092] En general, se contemplan métodos que comprenden todas las
combinaciones de condiciones de carga, condiciones de lavado y condiciones
de elucion descritas previamente. AuUn mas, se contemplan métodos que
comprenden todas las combinaciones de las condiciones cromatograficas
especificas con todos los posibles esquemas para definir y recolectar la porcion
de cabeza del eluato, como se describira mas adelante.

1. Porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato de intercambio
catiénico

- [0093]En un aspecto, la presente invencién provee métodos para
reducir la actividad amidolitica, y especificamente la actividad amidolitica
aportada por las impurezas de FXla presentes en las preparaciones de
inmunoglobulinas, por recoleccién de la porcién de cabeza de un eluato de
intercambio catiénico. Ventajosamente, se muestra en la presente que la
porciéon de cabeza de un eluato formado por elucién en un solo paso de un
paso de cromatografia de intercambio catiénico contiene la mayor parte del
contenido deseado de inmunoglobulinas, en tanto la porcién de estabilizacion

del eluato contiene la mayor parte de la actividad amidolitica no deseada.
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Dado que no es posible separar completamente la elucién de inmunoglobulinas
y de actividad amidolitica, se debe determinar la divisién entre las porciones de
cabeza y de estabilizacién del eluato. Se deben tener en cuenta dos
consideraciones fundamentales al efectuar esta determinacién, es decir: (i) que
segun la definicion de las porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato, se
recuperara mas o menos actividad amidolitica en la porcién de cabeza — es
decir, se puede separar una porcién mayor de actividad amidolitica del
contenido de inmunoglobulinas cuando la porcién de cabeza del eluato se
define como una porcion menor del eluato total y viceversa; y (i) que segin la
definicion de las porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato, habra
mayores 0 menores rendimientos de recuperaciéon de inmunoglobulinas en la
porcion de cabeza — es decir, se obtendrd un menor rendimiento de
inmunoglobulinas cuando la porcién de cabeza del eluato se define como una
porcién menor del eluato total, y viceversa.

[0094] Por lo tanto, el especialista decidira dénde trazara el limite entre
las porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato de intercambio catidnico
en base a sus necesidades individuales. Por ejemplo, cuando se prepara una
purificacién a escala pequefia, para fines de investigacién o terapéuticos
especializados, el especialista podria maximizar el poder de separacién del
método por recoleccién de una porcién mas pequefia de la cabeza del eluato,
en tanto sacrifica el rendimiento final de inmunoglobulinas. Por el contrario,
cuando se efectia una elaboracion a gran escala (por ejemplo, el
procesamiento de mas que 500 | de plasma pobre en crioprecipitados), el costo
de oportunidad puede implicar la recoleccién de una porcidn mas ‘grande de la

cabeza del eluato para incrementar el rendimiento de la recuperacion de
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inmunoglobulinas a expensas de una reducciéon mas modesta de la actividad
amidolitica de la composicion.

[0095] En diversas formas de realizacion, las porciones de cabeza y de
estabilizacion del eluato se pueden definir por diversas caracteristicas,
incluyendo en un sentido no limitativo, el pH del eluato, el rendimiento de
proteinas (por ejemplo, expresado como un porcentaje de proteinas unidas a la
resina), la concentracion de proteinas (por ejemplo, determinada por la
densidad optica) del eluato, el volumen de eluato y semejantes.

a. pH del eluato

[0096] Segun se demuestra en los ejemplos provistos en la presente, el
comienzo del paso de elucion de intercambio catidnico es marcado por una
caida en el pH de la solucién que sale de la columna, hasta una pH menor que
9,0, a pesar de que la solucién amortiguadora de elucién tiene un pH mas aito
(generaimente > 7,0) que el de los pasos de carga y de lavado de la columna
(generalmente 5,0-6,0). Esta caida en el pH se corresponde con la elucion de
una composicion de inmunoglobulina IgG que tiene una baja actividad
amidolitica y contenido del Factor Xla (por ejemplo, véase, la Tabla 4, Analisis
de las fracciones de elucion en ff CM-Sepharose y la Tabla 11, Caracterizacién
bioguimica de muestras del eluato de CM-Sepharose tomadas después de la
elucion de cada volumen de columna, respectivamente). En un punto posterior
de la elucién, el pH de la solucion que sale de la columna aumenta
marcadamente a mas de 6,0-8,0. Este cambio en el pH es concomitante de un
aumento significativo en la actividad amidolitica y en el contenido de Factor Xla
del eluato (por ejemplo, Véase, la Tabla 4, Analisis de las fracciones de elucién
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eluato de CM-Sepharose tomadas después de la elucién de cada volumen de
columna, respectivamente). Por consiguiente, aunque se conduce una elucién
en pasos por la aplicacién de una sola solucion amortiguadora de elucién de
pH alto (generalmente mayor que 7,0), el perfil de elucién es semejante a una
elucion de dos pasos en donde primero eluyen las inmunoglobulinas IgG de la
columna, seguido por la actividad amidolitica concurrente (por ejemplo, Factor
Xl y/o Factor Xla). Por consiguiente, en determinadas formas de realizacion,
las porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato se definen en base él pH
del eluato a la salida de la columna.

[0097] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién provee un
meétodo para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) unir inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica (es decir,
proteinas contaminantes que tienen actividad amidolitica) sobre una resina de
intercambio catidnico; (b) opcionalmente lavar la resina de intercambio
catibnico con las proteinas unidas sobre la misma con una solucién
amortiguadora de lavado para eliminar los contaminantes asociados
sueltamente; (c) conducir un solo paso de elucién de las inmunoglobulinas IgG
y de actividad amidolitica; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcién
de cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que
7,0. En una forma de realizacién especifica, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato con un pH no mayor que 6,5. En otra forma
de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato consiste en la porcion

del eluato con un pH no mayor que 6,0. En otra forma de realizacién



r

especifica, la porcion de cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato con
un pH no mayor que 5,5. En otra forma de realizacion especifica, Ia porcién de
cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato con un pH no mayor que
5,0. En aln otras formas de realizacion, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que 7,0, 6,9, 6,8, 6,7, 6,6,
6,5, 64,63,6.2,6,1,6,0,59,58,57,58, 55,54, 5,3, 5,2,5,1, 50 0 menos.
En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio catidnico es una
resina de intercambio cationico débil. En una forma de realizacion especifica,
la resina de intercambio cationico débil es una resina de carboximetilo (CM).
[0098] En una forma de realizacion especifica, la invencion provee un
método para reducir la cantidad de Factor XI (FXI) y/o de Factor Xla (FXla) en
una composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho
método comprende los pasos de: (a) poner una composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y
FXI'y/o FXla en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en
una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fracciéon de FXI y/o
FXla a la resina de intercambio cationico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la
resina de intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catiénico en
contacto con una solucion amortiguadora de elucion que comprende un pH de
por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato; y (c) recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la
porcién de estabilizacion del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato
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realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcién
del eluato con un pH no mayor que 6,5. En otra forma de realizacidon
especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con
un pH no mayor que 6,0. En otra forma de realizacién especifica, la porcién de
cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que
5,5. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que 5,0. En aun otras
formas de realizacién especificas, la porcién de cabeza del eluato consiste en
la porcion del eluato con un pH no mayor que 7,0, 6,9, 6,8, 6,7, 6,6, 6,5, 6,4,
6,3,6,2,6,1,6,0,5,9,58,57,586,5,5,54, 53,5,2,5,1, 50 0o menos. En otra
forma dg realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucién
comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En aln otra forma
de realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En aun otra forma de realizacién
especifica, la solucion amortiguadora de elucion comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacidn preferida, la resina de
intercambio catidnico es una resina de intercambio catiénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catidnico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

b. Absorbancia del eluato

[0099] En aun otra forma de realizacion particularmente bien adaptada
para la elaboracién a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato se definen por la
concentracion de inmunoglobulina que eluye de la columna de intercambio
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inmunoglobulinas se puede cargar sobre la resina de intercambio catiénico a
cargas de proteinas suficientemente altas (por ejemplo, > 80 mg de proteina
por ml de resina) de modo tal que el eluato pico estda muy concentrada. En
estos casos, la porcion de cabeza del eluato se puede definir como la fraccién
del eluato que eluye antes del punto en el cual la DO,g cae por debajo de un
valor umbral. De esta manera, se puede recuperar de manera reproducible
practicamente el mismo rendimiento de inmunoglobulinas de una preparacién a
otra, independientemente de varianzas menores entre las corridas de
elaboracion. Segln se demuestra en el Ejemplo 9, la aplicacién de este
esquema de recolecciéon en un proceso de elaboracion a gran escala da como
resultado la recuperacion con un gran rendimiento de una composicién de
inmunoglobulina IgG con una TGA y un contenido de actividad amidolitica
significativamente reducidos.

[0100] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invenciéon provee un
método para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) unir inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica (es decir,
proteinas contaminantes que tienen actividad amidolitica) sobre una resina de
intercambio catiénico; (b) opcionalmente lavar la resina de intercambio
catidnico con las proteinas unidas a la misma con una solucién amortiguadora
de lavado para eliminar los contaminantes asociados sueltamente; (c) conducir
un solo paso de elucién de} las inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica; y
(d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacién del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato consiste en

la porcion del eluato que tiene una DOyg de por lo menos 0,5 AU. En una
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forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato consiste en la
porcién del eluato que tiene una DO,gy de por lo menos 1,0 AU. En otra forma
de realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcion
del eluato que tiene una DO,g de por lo menos 1,5 AU. En otra forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcion
del eluato que tiene una DOy, de por lo menos 2,0 AU. En adn otras formas
de realizacién especificas, la porcidon de cabeza del eluato consiste en la
porcion del eluato que tiene una DO,g de por lo menos 0,1 AU, 0,2 AU, 0,3 AU,
0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU, 0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1 AU, 1,2 AU, 1,3
AU, 1,4 AU, 1,5 AU, 1,6 AU, 1,7 AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0 AU o mas. En una
forma de realizacién preferida, la resina de intercambio catidnico es una resina
de intercambio catiénico débil. En una forma de realizacion especifica, la
resina de intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).
[0101] En una forma de realizacion especifica, la invencion provee un
método para reducir la cantidad de Factor X! (FXI) y/o de Factor Xla (FXla) en
una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho
metodo comprende los pasos de: (a) poner una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas 1gG y
FXI y/o FXla en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en
una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/crh para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fracciéon de FXI y/o
FXla a la resina de intercambio catiénico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la
resina de intercambio catidnico poniendo la resina de intercambio catidnico en
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por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato que tiene una DOsgy de por lo menos 2,0 AU.
En una forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato que tiene una DOygy de por lo menos 1,5 AU.
En otra forma de realizacién especifica, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato que tiene una DOagy de por lo menos 1,0 AU.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato que tiene una DO,gy de por lo menos 0,5 AU.
En aln otras formas de realizacion especificas, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato que tiene una DO.g de por lo menos 0,1 AU,
0,2 AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU, 0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1
AU, 1,2 AU, 1,3 AU, 1,4 AU, 1,5 AU, 1,6 AU, 1,7 AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0 AU o
mas. En otra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de.
elucion comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En aun otra
forma de realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En adn otra forma
de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién
preferida, la resina de intercambio catidnico es una resina de intercambio
cationico débil. En una forma de realizacion especifica, la resina de
intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).
C. Porcentaje del eluato total

[0102] En aun otra forma de realizacion particularmente bien adaptada



para la elaboracion a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato se definen como un
porcentaje del contenido de proteinas totales del eluato (por ejemplo, por
volumen o proteinas totales). Al predeterminar el porcentaje del eluato a
recolectar en la porcion de cabeza, es posible un estrecho control del
rendimiento de recuperacion de inmunoglobulina. Este método para definir las
porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato es de particular utilidad para
los procesos de elaboracion que requieren de un rendimiento minimo del paso
y para los procesos en los cuales la decision se toma en base a sopesar el
costo de rendimientos reducidos de inmunoglobulina con el beneficio de
producir una composicién con un contenido amidolitico y de Factor XI y/o de
Factor Xla reducidos. De esta manera, se puede recuperar de manera
reproducible practicamente el mismo rendimiento de inmunoglobulinas de una
preparacion a otra, independientemente de varianzas menores entre las
corridas de elaboracién. Segun se demuestra en el Ejemplo 8, la aplicacién de
este esquema de recoleccion puede dar como resultado la recuperacion de
gran rendimiento de una composiciéon de inmunoglobulina IgG con un contenido
significativamente reducido de TGA vy actividad amidolitica.

[0103] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién provee un
metodo para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) unir inmunoglobulinas 1gG y actividad amidolitica (es decir,
proteinas contaminantes que tienen actividad amidolitica) sobre una resina de
intercambio catidnico; (b) opcionalmente lavar la resina de intercambio

catiénico con las proteinas unidas a la misma con una solucién amortiguadora
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de lavado para eliminar los contaminantes asociados sueltamente; (c) conducir
un solo paso de elucion de las inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica; y
(d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacién del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato consiste en
no mas que un 80% del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la
porcion de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 80% del eluato total.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
comprende entre un 60% y 80% del eluato total. En otra forma de realizacion
especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un 50% y 80% del
eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion de cabeza del
eluato comprende entre un 70% y 75% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un
75% y 80% del eluato total. En aun otras formas de realizacién, la porcién de
cabeza del eluato comprende un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79% u 80% del eluato total. En otra forma de realizacién, la porcion de
cabeza (es decir, la fraccion recolectada o agrupada de interés) del eluato no
comprende mas que un 70% del eluato total. En una forma de realizacién
especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un 60% y 70% del
eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del
eluato comprende entre un 50% y 70% del eluato total. En otra forma de
realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un
60% y 65% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 65% y 70% del eluato total. En adn
otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende un'

60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% u 70% del eluato total.
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En otra forma de realizacion, la porcién de cabeza (es decir, la fraccion
recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que un 60%
del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza
del eluato comprende entre un 50% y 60% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un
90% y 55% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 55% y 60% del eluato total. En ain
otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende un
50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% u 60% del eluato total.
En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio catidnico es una
resina de intercambio catiénico débil. En una forma de realizacién especifica,
la resina de intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).
[0104] En una forma de realizacién especifica, la invencién provee un
método para reducir la cantidad de Factor XI (FXI) y/o de Factor Xla (FXla) en
una composicion de inmunogiobulinas derivada de plasma, donde dicho
meétodo comprende los pasos de: (a) poner una composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas 1gG y
FXI y/o FXla en contacto con una resina de intercambio cationico dispuesta en
una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccién de FXI y/o
FXla a la resina de intercambio catiénico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la
resina de intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catidénico en
contacto con una solucion amortiguadora de elucién que comprende un pH de

por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar



un eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato
consiste en no mas que un 80% del eluato total. En una forma de realizacion
especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 80% del
eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del
eluato comprende entre un 60% y 80% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un
50% y 80% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 75% del eluato total. En otra
forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende
entre un 75% y 80% del eluato total. En aln otras formas de realizacion, la
porcion de cabeza del eluato comprende un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79% u 80% del eluato total. En otra forma de realizacién, la
porcion de cabeza (es decir, la fraccién recolectada o agrupada de interés) del
eluato no comprende mas que un 70% del eluato total. En una forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un
60% y 70% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 50% y 70% del eluato total. En otra
forma de realizacién especifica, la porciéon de cabeza del eluato comprende
entre un 60% y 65% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la
porcién de cabeza dél eluato comprende entre un 65% y 70% del eluato total.
En aln otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende
un 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% u 70% del eluato
total. En otra forma de realizacién, la porcion de cabeza (es decir, la fraccién

recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que un 60%



del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza
del eluato comprende entre un 50% y 60% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un
50% y 55% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 55% y 60% del eluato total. En aun
otras formas de realizacién, la porcién de cabeza del eluato comprende un
50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% u 60% del eluato total.
En otra forma de realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucién
comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En aun otra forma
de realizacién especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En ain otra forma de realizacion
especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio catiénico es una resina de intercambio catidénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

d. Volumen del eluato total

[0105] En otra forma de realizacién particularmente bien adaptada para
la elaboracién a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato se definen como volimenes
del pico de eluato con relacién al tamafio de la columna de intercambio
datiénico (por ejemplo, por un determinado nimero de volimenes de columna).
Al predeterminar un volumen de eluato a recolectar en la porcion de cabeza, es
posible un control estrecho y reproducible del rendimiento de recuperaciéon de

inmunoglobulinas. Este método para definir las porciones de cabeza y de



estabilizacion del eluato es de particular utilidad para los procesos de
elaboracién que requieren de un rendimiento min.imo del paso y para los
procesos en los cuales la decision se toma en base a sopesar el costo de
rendimientos reducidos de inmunoglobulina con el beneficio de producir una
composicion con un contenido amidolitico y de Factor XI y/o de Factor Xla
reducidos. De esta manera, se puede recuperar de manera reproducible
practicamente el mismo rendimiento de inmunoglobulinas de una preparacion a
otra, independientemente de varianzas menores entre las corridas de
elaboracion. Segln se demuestra en los Ejemplos 11 a 13, la aplicacién de
este esquema de recoleccién puede dar como resultado la recuperacion de
gran rendimiento de una composicién de inmunoglobulina IgG con un contenido
significativamente reducido de TGA y actividad amidolitica.

[0106] En una forma de realizacién, el comienzo de la porcién de cabeza
esta definido por una absorbancia basal. En algunas formas de realizacion, la
recoleccién de la porcidon de cabeza comienza una vez que la absorbancia del
pico de eluato atraviesa un primer umbral. En una forma de realizacion, la
recoleccion de la porcién de cabeza comienza cuando la DOy del eluato
alcanza por lo menos 2,0 AU. En una forma de realizacion especifica, la
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DO,g del eluato
alcanza por lo menos 1,5 AU. En otra forma de realizaciéon especifica, la
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DOjg del eluato
alcanza por lo menos 1,0 AU. En otra forma de realizacion especifica, la
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DO,y del eluato
alcanza por lo menos 0,5 AU. En aun otras formas de realizaciéon especificas,

la recoleccién de la porcién de cabeza comienza cuando la DO,gy del eluato



alcanza por lo menos 0,1 AU, 0,2 AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU,
0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1 AU, 1,2 AU, 1,3 AU, 1,4 AU, 1,5 AU, 1,6 AU, 1,7
AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0 AU o mas.

[0107] En algunas formas de realizacién, una vez iniciada la recoleccion
de la porcidbn de cabeza, se recolecta una cantidad predeterminada de -
volimenes de columna antes de pasar a la recoleccién (o eliminacion) de la
porcion de estabilizacion del eluato. En una forma de realizaciéon, no se
recolectan mas que 5 volumenes de columna (CV) de eluato en la porcion de
cabeza. En otra forma de realizacién, no se recolectan mas que 4 CV de
eluato en la porcién de cabeza. En otra forma de realizacidn, no se recolectan
mas que 3 CV de eluato en la porcién de cabeza. En otra forma de realizacion,
no se recolectan mas que 2,7 CV de eluato en la porcidn de cabeza. En otra
forma de realizacion, no se recolectan mas que 2,5 CV de eluato en la porcion
de cabeza. En otra forma de realizacién, no se recolectan mas que 2 CV de
eluato en la porcién de cabeza. En otra forma de realizacion, no se recolectan
mas que 1 CV de eluato en la porcién de cabeza. En aln otras formas de
realizacion, no se recolectan.més que 0,56 CV, 0,6 CV,0,7CV,0,8CV, 0,9 CV,
1,0CV,11CV,12CV,13CV,14CV,15CV,16CV,1,7CV, 1,8 CV, 1,9
CV,20CV,21CV,22CV,23CV,24CV,25CV,26CV,27CV, 28CV,
29CV,30CV,31CV,32CV,33CV,34CV,35CV,36CV,37CV, 338
CV,39CV,40CV,41CV,42CV,43CV,44CV,45CV,46CV, 47 CV,
48CV,49CV,50CV,51CV,52CV,53CV,54CV,55CV, 56CV, 57
CV, 5,8 CV, 59 CV, 6,0 CV o mas volimenes de columna de eluato en la
porcién de cabeza.

[0108] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invenciéon provee un
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meétodo para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) unir inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica (es decir,
proteinas contaminantes que tienen actividad amidolitica) sobre una resina de
intercambio catiénico; (b) opcionalmente lavar la resina de intercambio
cationico con las proteinas unidas a la misma con una solucién amortiguadora
de lavado para eliminar los contaminantes asociados sueltamente; (c) conducir
un solo paso de elucién de las inmunoglobulinas IgG y actividad amidolitica; y
(d) recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacion del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato consiste en
no mas que 4 volimenes de columna (CV) del eluato total. En una forma de
realizacion especifica, la porcion de -cabeza del eluato comprende entre 2,5 CV
y 3,0 CV del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion de
cabeza del eluato comprende entre 2,0 CV y 3,0 CV del eluato total. En otra
forma de realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende
entre 2,0 CV y 3,5 CV del eluato total. En otra forma de realizacion especifica,
la porcion de cabeza del eluato comprende entre 2,0 y 4,0 CV del eluato total.
En aun otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato
comprende entre 2,5 CV y 3,5 CV del eluato total. En adn otras formas de
realizacion, la porcion de cabeza del eluato comprende 0,5 CV, 0,6 CV, 0,7 CV,
08CV,09CV,10CV,1,1CV,12CV,13CV,14CV,15CV,16CV, 17
CV,18CV,19CV,20CV,21CV,22CV,23CV,24CV,25CV, 26 CV,
2,7CV,28CV,29CV,30CV,31CV,32CV,33CV,34CV,35CV, 36
CV,37CV,38CV,39CV,40CV,41CV,42CV,43CV,44CV, 45CV,
46 CV,47CV,48CV,49CV,50CV,51CV,52CV,53CV,54CV, 55
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CV,56CV,57CV,58CV, 59CVo06,0CV del eluato total. En una forma de
realizacién preferida, la resina de intercambio catidnico es ‘una resina de
intercambio cationico débil. En una forma de realizacién especifica, la resina
de intercambio catidnico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0109] En una forma de realizacién especifica, la invencién provee un
método para reducir la cantidad de Factor XI (FXI) y/o de Factor Xla (FXla) en
una composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho
método comprende los pasos de: (a) poner una composicion de
inmunoglobulinas derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas lgG vy
FXI y/o FXla en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en
una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de FXI y/o
FXla a la resina de intercambio cationico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la
resina de intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catiénico en
contacto con una solucion amortiguadora de eluciéon que comprende un pH de
por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato; y (c) recolectar la porciéon de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato
consiste en no mas que 4 volimenes de colufnna (CV) del eluato total. En una
forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende
entre 2,5 CV'y 3,0 CV del eluato total. En otra forma de realizacién especifica,
la’ porcion de cabeza del eluato comprende entre 2,0 CV y 3,0 CV del eluato
total. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato

comprende entre 2,0 CV y 3,5 CV del eluato total. En otra forma de realizacién

6\



f
especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre 2,0 y 4,0 CV del
eluato total. En aln otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza
del eluato comprende entre 2,5 CV y 3,5 CV del eluato total. En aln otras
formas de realizacion, la porciéon de cabeza del eluato comprende 0,5 CV, 0,6
CVv,0,7CV,08CV,09CV,10CV,1,1CV,12CV,1,3CV,1,4CV, 1,5CV,
16 CV,17CV,18CV,19CV,20CV,21CV,22CV,23CV,24CV, 25
CV,26CV,27CV,28CV,29CV,30CV,31CV,32CV,33CV, 34CV,
35CV,36CV,37CV,38CV,39CV,40CV,41CV,42CV,43CV, 44
CV,45CV,46CV,47CV,48CV,49CV,50CV,51CV, 52CV, 53 CV,
54 CV,55CV,56CV,57CV,58CV, 59CVo06,0CV del eluato total. En
otra forma de realizacién especifica, la soluciéon amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En adn otra forma
de realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucion comprende una
conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En aln otra forma de realizacién
especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio catidnico es una resina de intercambio catiénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una
resina de carboximetilo (CM).
V. Reduccion de la actividad anti-complemento (ACA)

[0110]En un aspecto, la presente divulgacion provee métodos
cromatograficos para reducir el contenido de actividad anti-complemento (ACA)
de una composicién de inmunoglobulina IgG derivada de plasma. Asimismo, la

divulgacién también provee composiciones de inmunoglobulina IgG derivadas

de plasma que contienen niveles bajos de actividad anti-complemento (ACA)



preparadas de acuerdo con los métodos provistos en la presente.
Ventajosamente, los métodos descritos en la presente proveen composiciones
de inmunogiobulina IgG derivadas de plasma con perfiles de seguridad
mejorados. Especificamente, las composiciones provistas con estos métodos
tienen un potencial reducido para causar reacciones adversas asociadas con la
actividad anticomplementaria, en comparacién con las composiciones
elaboradas actualmente de inmunoglobulina 1gG (véase, por ejemplo,
Buchacher A. et al., Vox Sang, abril de 2010; 98(3 Pt 1): €209-18, cuyo
contenido se incorpora expresamente y por completo en la presente a modo de
referencia para todo fin.

A. Métodos de fraccionamiento

[0111] La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento que
la mayor parte de la actividad anti-complemento (ACA) presente en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma eluye de una resina de
intercambio catidnico en la porcién de estabilizacién de un eluato creado por un
paso de elucidn, en tanto una mayor parte del contenido de inmunoglobulinas
de la fraccién eluye en la porciéon de cabeza de dicho eluato. Por lo tanto, al
recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacién del eluato, se reduce significativamente la actividad anti-
complemento de Ila preparaciébn resultante de inmunoglobulinas.
Especificamente, se muestra en la presente que el contenido de ACA esta
significativamente reducido en las composiciones de inmunoglobulinas
preparadas de acuerdo con los métodos provistos en la presente.

[0112] Por lo tanto, en una forma de realizacién, la presente invencién

provee un método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento



(ACA) en una composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde
dicho método comprende los pasos de: (a) unir inmunogliobulinas 1gG y
actividad anti-complemento (es decir, contaminantes que tienen actividad anti-
complemento) sobre una resina de in{ercambio cationico; (b) opcionalmente
lavar la resina de intercambio catiénico con las proteinas unidas a la misma con
una solucion amortiguadora de lavado para eliminar los contaminantes
asociados sueltamente; (c) conducir un solo paso de elucion de las
inmunoglobulinas IgG y ACA,; y (d) recolectar la porcién de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion
de cabeza del eluato comprende una composicion de inmunoglobulina IgG que
contiene una cantidad reducida de ACA en comparacion con la composicién de
partida, y la porcién de estabilizacion del eluato contiene una gran
concentracion de actividad ACA. En una forma de realizacion preferida, la
resina de intercambio catiénico es una resina de intercambio catiénico débil.
En una forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil
es una resina de carboximetilo (CM).

[0113]En una forma de realizacién especifica, la invencidén provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas
derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera
cantidad de ACA en contacto con una resina de intercambio catidnico dispuesta
en una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11

mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la



primera cantidad de ACA a la resina de intercambio catiénico; (b) eluir las
inmunoglobulinas de la resina de intercambio catiénico poniendo la resina de
intercambio catiénico en contacto con una solucién amortiguadora de elucion
que comprende un pH de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo
menos 15 mS/cm para formar un eluato; y (c) recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcién de estabilizacién del eluato, en donde
la porcibn de cabeza del eluato comprende una composicion de
inmunoglobulina IgG que tiene una concentracion reducida de ACA, con
relacién a la concentracién de inmunoglobulina IgG, en comparacién con la
composicion de partida y la porcion de estabilizaciéon del eluato contiene una
gran concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de
inmunoglobulina IgG. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio catiénico es una resina de intercambio catiénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una
resina de carboximetilo (CM). En otra forma de realizacién especifica, la
solucion amortiguadora de elucion comprende una conductividad de por lo
menos 20 mS/cm. En aun otra forma de realizaciéon especifica, la solucion
amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo menos 22
mS/cm. En adln otra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora
de elucién comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm.

[0114] En una forma de realizacién especifica, el método comprende los
pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera cantidad de ACA en
contacto con una resina de intercambio catidnico dispuesta en una columna de

cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un



pH de entre 4,8 y 5,6 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la primera cantidad de ACA a
la resina de intercambio catidnico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la resina de
intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto
con una solucién amortiguadora de eluciéon que comprende un pH de por lo
menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un
eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcién de estabilizacion del eiuato, en donde la porcién de cabeza del eluato
comprende una composicion de inmunoglobulina IgG que contiene una
cantidad reducida de ACA, con relacién a la cantidad de inmunoglobulina lgG,
en comparacion con la composicion de partida, y la porcion de estabilizacion
del eluato contiene una gran cantidad de ACA, con relacién a la cantidad de
inmunoglobulina IgG. En una forma de realizacién especifica, el pH de la
primera solucion es de 5,2 + 0,3. En otra forma de realizacién especifica, el pH
de la primera solucién es de 5,2 + 0,2. En otra forma de realizacion especifica,
el pH de la primera solucién es de 5,2 £ 0,1. En aun otra forma de realizacion
especifica, el pH de la primera solucion es de 5,2. En auln otras formas de
realizacion, el pH de la primera solucién es de 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4,
9,9, 95,6,57,58,5,966,0. En otra forma de realizacion especifica, la solucién
amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo menos 20
mS/cm. En aln otra forma de realizacion especifica, la solucion amortiguadora
de elucion comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En audn
otra forma de realizacién especifica, la soluciéon amortiguadora de elucién
comprende una conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de

realizacién preferida, la resina de intercambio catidnico es una resina de



intercambio catiénico débil. En una forma de realizacion especifica, la resina
de intercambio cationico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0115] En una forma de realizacion especifica, el método comprende los
pasos de: (a) poner una composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera cantidad de ACA en
contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un
pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la primera cantidad de ACA a
la resina de intercambio catiénico; (b) lavar la resina con las inmunoglobulinas y
ACA unidas a la misma con una solucion amortiguadora que tiene una
conductividad suficientemente baja de’ modo que las inmunoglobulinas no
eluyen de la resina y un pH de entre 5,1y 5,9; (c) eluir las inmunoglobulinas de
la resina de intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catidnico
en contacto con una solucién amortiguadora de elucién que comprende un pH
de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para
formar un eluato; y (d) recolectar la porcién de cabeza del eluato
separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion
de cabeza del eluato comprende una composicion de inmunoglobulina IgG que
tiene una concentracion reducida de ACA, con relacion a la concentracién de
inmunoglobulina 1gG, en comparacién con la composicién de partida, y la
porcion de estabilizacién del eluato contiene una gran concentracion de ACA,
con relacién a la concentracién de inmunoglobulina IgG. En una forma de
realizacion especifica, el pH de la solucion amortiguadora de lavado es de 5,5 +

0,3. En otra forma de realizacion especifica, el pH de la solucion



amortiguadora de lavado es de 55 + 0,2. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de 5,5 + 0,1. En
otra forma de realizacion especifica, el pH de la solucién amortiguadora de
lavado es de 5,5. En aun otras formas de realizacién, el pH de la solucién
amortiguadora de lavado es de 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 54, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 59 0
6,0. En ofra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de
elucion comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En adn otra
forma de realizacién especifica, la solucion amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En adn otra forma
de realizacién especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacion
preferida, la resina de intercambio catidnico es una resina de intercambio
cationico débil. En una forma de realizacién especifica, la resina de
intercambio catinico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0116] En una forma de realizacion especifica, el método comprende los
pasos de: (a) poner una composicién de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera cantidad de ACA en
contacto con una resina de intercambio catidnico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprende un
pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la primera cantidad de ACA a
la resina de intercambio catiénico; (b) eluir las inmunoglobulinas de Ia resina de
intercambio catidnico poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto
con una solucién amortiguadora de elucién que comprende un pH de 7,8 + 0,4

y una conductividad de por lo menos 20 mS/cm para formar un eluato; y (c)



recolectar la porcién de cabeza del eluato separadamente de la porcién de
estabilizacion del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato comprende
una composicion de inmunogiobulina IgG que tiene una concentracion reducida
de ACA, con relacion a la concentracién de inmunoglobulina 1gG, en
comparacion con la composicion de partida, y la porcidon de estabilizacién del
eluato contiene una gran concentracion de ACA, con relacion a la
concentracion de inmunoglobulina IgG. En una forma de realizacién especifica,
el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,8 + 0,3. En otra forma
de realizacién especifica, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de
7,8 + 0,2. En otra forma de realizacion especifica, el pH de la solucion
amortiguadora de elucién es de 7,8 £ 0,1. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,8. En aln
otras formas de realizacion, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es
de7,0,71,72,7,36,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 80, 8,1, 8,2,8,3,84 08,5 En
aun otra forma de realizacién especifica, la solucién amortiguadora de elucion
comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En aun otra forma
de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién
preferida, la resina de intercambio catidénico es una resina de intercambio
cationico débil. En una forma de realizacién especifica, la resina de
intercambio catiénico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0117]En general, el material de partida usado para los métodos
provistos en la presente incluye cualquier fraccion o composicion de plasma
que comprende inmunoglobulina 1gG y actividad anticomplementaria. Como

tal, en una forma de realizacion, el plasma es fraccionado parcialmente o por



completo de acuerdo con cualquiera de los esquemas de purificacion
conocidos en el arte. En una forma de realizacién especifica, el plasma se
fracciona para producir un precipitado de la Fraccién |, un precipitado de la
Fraccion I, un precipitado de las Fracciones I+lI+Ill, un precipitado de las
Fracciones lI+1ll, la Fraccion IV-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un
precipitado B de Kistler-Nitschmann o un precipitado modificado de los mismos,
que se pueden usar como material de partida para los métodos provistos en la
presente.

[0118] En una forma de realizacion preferida, el plasma se fracciona
mediante uno o méas pasos de precipitacion por etanol. Los pasos de
precipitacion por etanol se pueden e'mplear para precipitar las
inmunoglobulinas deseadas fuera de la solucion, reteniendo al mismo tiempo
por lo menos una proteina distinta de una inmunoglobulina en el sobrenadante
0 para precipitar por lo menos una proteina distinta de una inmunoglobulina
fuera de la solucion, reteniendo al mismo tiempo la inmunoglobulina deseada
en el sobrenadante. Los métodos de fraccionamiento de inmunoglobulinas en
esta modalidad son bien conocidos en el arte. Los ejemplos de precipitados
por etanol incluyen, en un sentido no limitativo, un precipitado de la Fraccién |,
un precipitado de las Fracciones I+lI+lll, un precipitado de las Fracciones ll+llI,
la Fraccién V-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de
Kistler-Nitschmann y precipitados modificados de los mismos. En una forma de
realizacion particularmente preferida, se enriquece el contenido de las
inmunoglobulinas presentes en un plasma pobre en crioprecipitados mediante
un proceso con etanol de cuatro pasos, que comprende un paso de

precipitacion de la Fraccion I+lI+il, un paso de precipitacion de A, un paso de



precipitacion de B y un paso de precipitacién de la Fraccion Il.

[0119] Seglin se demuestra en la presente, las caracteristicas
ventajosas de los métodos provistos en la presente son retenidas cuando se.
aplican a procedimientos de elaboracion a gran escala. Con respecto a la
preparacion de composiciones de inmunoglobulina IgG, una elaboracién a gran
escala se refiere un procesos que permiten el enriquecimiento en
inmunoglobulinas a partir de por lo menos 100 | de material de partida de
plasma agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En general,
en los procesos de elaboracion de inmunoglobulinas a gfan escala se
fraccionara entre 100 | y 20.000 | de plasma agrupado por lote. En
determinadas formas de realizacion, un proceso de elaboracion de
inmunoglobulinas a gran escala se refiere al fraccionamiento de por lo menos
100 | de plasma agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En
otra forma de realizacién, un proceso de elaboracion de inmunoglobulinas a
gran escala se refiere al fraccionamiento de por lo menos 500 | de plasma
agrupado (por ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En otra forma de
realizacion, un proceso de elaboraciéon de inmunoglobulinas a gran escalé se
refiere al fraccionamiento de por lo menos 1.000 | de plasma agrupado (por
ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En otra forma de realizacion, un
proceso de elaboracion de inmunoglobulinas a gran escala se refiere al
fraccionamiento de por lo menos 5.000 | de plasma agrupado (por ejemplo,
plasma pobre en crioprecipitados). En aln otra forma de realizacion, un
proceso de elaboracién de inmunoglobulinas a gran escala se refiere al
fraccionamiento de por lo menos 10,000 | de plasma agrupado (por ejemplo,

plasma pobre en crioprecipitados).



[0120] En una forma de realizacién, el material de partida de los métodos
para reducir la actividad anti-complemento (ACA) provistos en la presente se
prepara mediante fraccionamiento por etanol de plasma humano agrupado (por
ejemplo, plasma pobre en crioprecipitados). En una forma de realizacion
especifica, el fraccionamiento por etanol incluye precipitaciéon de la Fraccion
I+1I+ill de plasma pobre en crioprecipitados, precipitacion de la Fraccion A de
un precipitado de la Fraccion I+11+1l en suspension, precipitacion de la Fraccién
B de un precipitado de la Fraccién A en suspensién y precipitacion de la
Fraccion |l de un sobrenadante de la Fraccion A, como se describira mas
adelante. En otra forma de realizacién especifica, el fraccionamiento por etanol
incluye precipitacion de la Fraccion | de plasma pobre en crioprecipitados,
precipitacion de la Fraccion Il+lll de un sobrenadante de la Fracciéon | y
precipitacién de la Fraccion |l de un precipitado de la Fraccién I+l en
suspensién.

[0121]1 En general, se contemplan métodos que comprenden todas las
combinaciones de condiciones de carga, condiciones de lavado y condiciones
de elucion descritas previamente. Aln mas, se contemplan métodos que
comprenden todas las combinaciones de las condiciones cromatograficas
especificas con todos los posibles esquemas para definir y recolectar la porcién
de cabeza del eluato, como se describira mas adelante. |

1. Porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato de intercambio
catiénico

[0122] En un aspecto, la presente invencién provee métodos para
reducir la actividad anti-complemento (ACA), presente en preparaciones de

inmunoglobulinas por recolecciéon de la porcion de cabeza de un eluato de



intercambio catiéniclo. Ventajosamente, se muestra en la presente que la
porcion de cabeza de un eluato formado por elucién en un solo paso de un
paso de cromatografia de intercambio cationico contiene la mayor parte del
contenido deseado de inmunoglobulinas, en tanto la porcién de estabilizacion
del eluato contiene la mayor parte de la ACA no deseada. Dado que no es
posible separar completamente la elucion de inmunoglobulinas y ACA, se debe
determinar la division entre las porciones de cabeza y de estabilizacion del
eluato. Se deben tener en cuenta dos consideraciones fundamentales al
efectuar esta determinacion, es decir: (i) que segin la definicion de las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato, se recuperara mas o menos
actividad amidolitica ACA en la porcioén de cabeza — es decir, se puede separar
una porcion mayor de ACA del contenido de inmunoglobulinas cuando la
porcion de cabeza del eluato se define como una porcién menor del eluato total
y viceversa; y (i) que segln la definicién de las porciones de cabeza y de
estabilizacién del eluato, habra mayores o menores rendimientos de
recuperacion de inmunoglobulinas en la porcion de cabeza — es decir, se
obtendra un menor rendimiento de inmunoglobulinas cuando la porcién de
cabeza del eluato se define como una porcion menor del eluato total y
viceversa.

[0123] Por lo tanto, el especialista decidira donde trazara el limite entre
las porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato de intercambio catiénico
‘en base a sus necesidades individuales. Por ejemplo, cuando se prepara una
purificacion a escala pequefa, para fines de investigacién o terapéuticos
especializados, el especialista podria maximizar el poder de separacién del

metodo por recolecciéon de una porcion mas pequefia de la cabeza del eluato,



en tanto sacrifica el rendimiento final de inmunoglobulinas. Por el cdntrario,
cuando se efectia una elaboracion a gran escala (por ejemplo, el
procesamiento de mas que 500 | de plasma pobre en crioprecipitados), el costo
de oportunidad puede implicar la recoleccion de una porcién mas grande de la
cabeza del eluato para incrementar el rendimiento de la recuperacién de
inmunoglobulinas a expensas de una reduccion mas modesta de la ACA de la
composicioén.

[0124] En diversas formas de realizacion, las porciones de cabeza y de
estabilizacion del eluato se pueden definir por diversas caracteristicas,
incluyendo en un sentido no limitativo, el pH del eluato, el rendimiento de
proteinas (por ejemplo, expresado como un porcentaje de proteinas unidas a la
resina), la concentracién de proteinas (por ejemplo, determinada por Ia
densidad Optica) del eluato, el volumen de eluato y semejantes.

a. pH del eluato

[0125] Segun se demuestra en los ejemplos p.rovistos en la presente, el
comienzo del paso de elucion de intercambio cationico es marcado por una
caida en el pH de la solucién que sale de la columna, hasta una pH menor que
35,0, a pesar de que la solucién amortiguadora de elucion tiene un pH mas alto
(generalmente > 7,0) que el de los pasos de carga y de lavado de la columna
(generalmente 5,0-6,0). Esta caida en el pH corresponde a la elucién de una
composicion de inmunoglobulina IgG que tiene una baja ACA (por ejemplo,
véase, la Tabla 3, Comparacién de la caracterizacion bioquimica de los dos
recipientes finales E1 y E2, la Tabla 11, Caracterizacion bioquimica de
muestras del eluato de CM-Sepharose tomadas después de la elucién de cada

volumen de columna y la Tabla 15, Comparaciéon de las caracteristicas



adicionales de los dos recipientes finales). En un punto posterior de la elucién,
el pH de la solucién que sale de la columna aumenta marcadamente a mas de
6,0-8,0. Este cambio en el pH es concomitante de un aumento significativo en
el contenido de ACA del eluato (por ejemplo, véase, la Tabla 3, Comparacién
de la caracterizacion bioquimica de los dos recipientes finales E1y E2, |la Tabla
11, Caracterizacién bioquimica de muestras del eluato de CM-Sepharose
tomadas después de la eluciéon de cada volumen de columna y la Tabla 15,
Comparacion de las caracteristicas adicionales de los dos recipientes finales).
Por consiguiente, aunque se conduce una elucién en pasos por la aplicacion de
una sola soluciéon amortiguadora de elucién de pH alto (generalmente mayor
que 7,0), el perfil de elucién es semejante a una elucién de dos pasos en donde
primero eluyen las inmunoglobulinas IgG de la columna, seguido por la
actividad anti-complemento concurrente. Por consiguiente, en determinadas
formas de realizacién, las porciones de cabeza y de estabilizacién del eluato se
definen en base al pH del eluato a la salida de la columna.

[0126] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) unir inmunoglobulinas 1gG y actividad anti-
complemento (es decir, contaminantes que tienen actividad anti-complemento)
sobre una resina de ihtercambio catidnico; (b) opcionalmente lavar la resina de
intercambio catidénico que contiene inmunoglobulina IgG y ACA unidas a la
misma con una solucion amortiguadora de lavado para eliminar los
contaminantes asociados sueltamente; (¢) conducir un solo paso de elucién de

las inmunoglobulinas 1IgG y ACA; y (d) recolectar la porcién de cabeza del



eluato separadamente de la porcidén de estabilizacion del eluato, en donde la
porcion de cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato con un pH no
mayor que 7,0. En una forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza
del eluato consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que 6,5. En
otra forma de realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste
en la porciéon del eluato con un pH no mayor que 6,0. En otra forma de
realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato consiste en la porcion
del eluato con un pH no mayor que 55. En otra forma de realizacion
especifica, la porcidn de cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con
un pH no mayor que 5,0. En aun otras formas de realizacion, la porcion de
cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que
7,0,6968,67,66,6,5,664,86,3,62,6,1,6,0,5,9, 58, 57,58, 5,5, 54, 5,3,
5,2, 5,1, 5,0 o menos. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio catiénico es una resina de intercambio catidénico débil. En una
forma de realizacién especifica, la resina de intercambio catidnico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

[0127] En una forma de realizacién especifica, la invencion provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) poner una composicidon de inmunoglobulinas
derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera
cantidad de ACA en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta
en una columna de crbmatografia bajo las condiciones de una primera solucién
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11

mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la ACA a



I

la resina de intercambio cationico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la resina de
intercambio catiénico poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto
con una solucién amortiguadora de elucién que comprende un pH de por lo
menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un
eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcién de estabilizacién del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato con un pH no mayor que 7,0. En una forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcion
del eluato con un pH no mayor que 6,5. En otra forma de realizacion
especifica, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato con
un pH no mayor que 6,0. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de
cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato con un pH no mayor que
5,9. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato con un pH no mayor que 5,0. En aun otras
formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato consiste en la porcion
del eluato con un pH no mayor que 7,0, 6,9, 6,8, 6,7, 6,6, 6,5, 6,4, 6,3, 6,2, 6,1,
6,0, 5,9, 5,8, 5,7, 56, 55, 54, 5,3, 5,2, 5,1, 5,0 o menos. En una forma de
realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,3. En otra
forma de realizacién especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,2.
En otra forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucion es de 5,2
+ 0,1. En aun otra forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucion
es de 5,2. En aln otras formas de realizacion, el pH de la primera solucion es
de 48,49, 50,51,52,53,54,5,5,5,6,5,7,5,8,59 66,0. En otra forma de
realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una

conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En aun otra forma de realizacion



especifica, la solucion amortiguadora de elucion comprende una conductividad
de por lo menos 22 mS/cm. 'En aun otra forma de realizacion especifica, la
solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo
menos 25 mS/cm. En una forma de realizacion preferida, la resina de
intercambio catiénico es una resina de intercambio catiénico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catidnico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

b. Absorbancia del eluato

[0128] En aun otra forma de realizacién particularmente bien adaptada
para la elaboracion a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato se definen por la
concentracion de inmunoglobulina que eluye de la columna de intercambio
catidnico. Por ejemplo, durante la elaboracion a gran escala, la composicion de
inmunoglobulinas se puede cargar sobre la resina de intercambio catiénico a
cargas de proteinas suficientemente altas (por ejemplo, > 80 mg de proteina
por ml de resina) de modo tal que el eluato pico estd muy concentrada. En
estos casos, la porcién de cabeza del eluato se puede definir como la fraccion
del eluato que eluye antes del punto en el cual la DOy cae por debajo de un
valor umbral. De esta manera, se puede recuperar de manera reproducible
practicamente el mismo rendimiento de inmunoglobulinas de una preparacion a
otra, independientemente de varianzas menores entre las corridas de
elaboracién. Segun se demuestra en el Ejemplo 9, la aplicacién de este
esquema de recoleccion para un proceso de elaboracién a gran escala da
como resultado una recuperacion de gran rendimiento de una composicion de

inmunoglobulina IgG con un contenido significativamente reducido de actividad



anti-complemento (ACA).

[0129] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) unir inmunoglobulinas 1gG y actividad anti-
complemento (es decir, contaminantes que tienen actividad anti-complemento)
sobre una resina de intercambio catidnico; (b) opcionalmente lavar la resina de
intercambio catiénico con las proteinas unidas a la misma con una solucién
amortiguadora de lavado para eliminar los contaminantes asociados
sueltamente; (c) conducir un solo paso de elucion de las inmunoglobulinas IgG
y ACA; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato que tiene una DOygy de por lo menos 0,5 AU.
En una forma de realizacién especifica, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato que tiene una DO,gy de por lo menos 1,0 AU.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcion del eluato que tiene una DO,gy de por lo menos 1,5 AU.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
consiste en la porcidn del eluato que tiene una DOgy de por lo menos 2,0 AU.
En aun otras formas de realizacion especificas, la porcion de cabeza del eluato
consiste en la porcién del eluato que tiene una DO,gq de por lo menos 0,1 AU,
0,2AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU, 0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1
AU, 12 AU, 1,3 AU, 14 AU, 1,5AU, 1,6 AU, 1,7 AU, 1,8 AU, 19 AU, 2,0 AU o
mas. En una forma de realizacién preferida, la resina de intercambio catidnico

es una resina de intercambio catidnico débil. En una forma de realizacion



especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una resina de
carboximetilo (CM).

[0130] En una forma de realizacién especifica, la invencion provee un
metodo para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas
derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera
cantidad de ACA en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta
en una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucion
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la
primera cantidad de ACA a la resina de intercambio cationico; (b) eluir las
inmunoglobulinas de la resina de intercambio catiénico poniendb la resina de
intercambio catiénico en contacto con una solucién amortiguadora de elucién
que comprende un pH de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo
menos 15 mS/cm para formar un eluato; y (c) recolectar la porcidn de cabeza
del eluato separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato, en donde
la porcion de cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato que tiene una
DO2go de por lo menos 0,5 AU. En una forma de realizacién especifica, la
porcion de cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato que tiene una
DO2go de por lo menos 1,0 AU. En otra forma de realizacion especifica, la
porcion de cabeza del eluato consiste en la porciéon del eluato que tiene una
DO2go de por lo menos 1,5 AU. En otra forma de realizacion especifica, la
porcion de cabeza del eluato consiste en la porcién del eluato que tiene una

DO2gp de por lo menos 2,0 AU. En auln otras formas de realizacion especificas,



la porcion de cabeza del eluato consiste en la porcion del eluato que tiene una
DO2g de por lo menos 0,1 AU, 0,2 AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU,
0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1 AU, 1,2 AU, 1,3 AU, 1,4 AU, 1,5 AU, 1,6 AU, 1.7
AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0 AU o0 mas. En una forma de realizacién especifica, el
pH de la primera soluciéon es de 5,2 + 0,3. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,2. En otra forma de
realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,1. En atn otra
forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2. En aun
otras formas de realizacion, el pH de la primera solucién es de 4,8, 4,9, 5.0,
51,52, 53,54,55, 56, 57, 58, 5906 6,0. En otra forma de realizacion
especifica, la soluciéon amortiguadora de elucion comprende una conductividad
de por lo menos 20 mS/cm. En aln otra forma de realizacion especifica, la
soluciéon amortiguadora de elucién comprénde una conductividad de por lo
menos 22 mS/cm. En aun otra forma de realizaciéon especifica, la solucion
amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo menos 25
mS/cm. En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio
catiénico es una resina de intercambio catiénico débil. En una forma de
realizacion especifica, la resina de intercambio cationico débil es una resina de
carboximetilo (CM).

C. Porcentaje del eluato total

[0131] En aun otra forma de realizacién particularmente bien adaptada
para la elaboracion a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizaciéon del eluato se definen como un
porcentaje del contenido de proteinas totales del eluato (por ejemplo, por

volumen o proteinas totales). Al predeterminar el porcentaje del eluato a



recolectar en la porcién de cabeza, es posible un estrecho control del
rendimiento de recuperacion de inmunoglobulina. Este método para definir las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato es de particular utilidad para
procesos de elaboracion que requieren de un rendimiento minimo del paso y
para procesos en los cuales la decision se toma en base a sopesar el costo de
rendimientos reducidos de inmunoglobulina con el beneficio de producir una
composicion con un contenido reducido de actividad anti-complemento (ACA).
De esta manera, se puede recuperar de manera reproducible practicamente el
mismo rendimiento de inmunoglobulinas de una preparacion a otra,
independientemente de varianzas menores entre las corridas de elaboracion.
Segun se demuestra en el Ejemplo 8, la aplicacion de este esquema de
recoleccion puede dar como resultado la recuperacién de gran rendimiento de
una composicion de inmunoglobulina IgG con un contenido significativamente
reducido de actividad anti-complemento.

[0132] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) unir inmunoglobulinas IgG y actividad anti-
complemento (es decir, contaminantes que tienen actividad anti-complemento)
sobre una resina de intercambio catiénico; (b) opcionalmente lavar la resina de
intercambio catiénico con las proteinas unidas a la misma con una solucion
amortiguadora de lavado para eliminar los contaminantes asociados
sueltamente; (c) conducir un solo paso de elucién de las inmunoglobulinas IgG
y ACA; y (d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la

porcion de estabilizacion del eluato, en donde la porciéon de cabeza del eluato
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consiste en no mas que un 80% del eluato total. En una forma de realizacién
especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 80% del
eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del
eluato comprende entre un 60% y 80% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un
50% y 80% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 75% del eluato total. En otra
forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende
entre un 75% y 80% del eluato total. En aln otras formas de realizacién, la
porcion de cabeza del eluato comprende un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79% u 80% del eluato total. En otra forma de realizacién, la
porcion de cabeza (es decir, la fraccion recolectada o agrupada de interés) del
eluato no comprende mas que un 70% del eluato total. En una forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un
60% y 70% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porciéon
de cabeza del eluato comprende entre un 50% y 70% del eluato total. En otra
forma de realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende
entre un 60% y 65% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la
porcion de cabeza del eluato comprende entre un 65% y 70% del eluato total.
En aun otras formas de realizacion, la porcion de cabeza del eluato comprende
un 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% u 70% del eluato
total. En otra forma de realizacion, la porciéon de cabeza (es decir, la fraccion
recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que un 60%
del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza

del eluato comprende entre un 50% y 60% del eluato total. En otra forma de



realizaciéon especifica, la porcién de cabeza ’del eluato comprende entre un
50% y 55% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la-porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 55% y 60% del eluato total. En aun
otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende un
90%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% u 60% del eluato total.
En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio catiénico es una
resina de intercambio catiénico débil. En una forma de realizacién especifica,
la resina de intercambio cationico débil es una resina de carboximetilo (CM).
[0133] En una forma de realizacion especifica, la invencion provee un
método para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas
derivada-de plasma que comprende inmunoglobulinas I1gG y una primera
cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en contacto con una resina de
intercambio catidnico dispuesta en una columna de cromatografia bajo las
condiciones de una primera soluéién que comprende un pH no mayor que 6,0 y
una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las inmunoglobulinas y
por lo menos una fracciéon de la primera cantidad de ACA a la resina de
intercambio catidnico; (b) eluir las inmunoglobulinas de la resina de intercambio
catidénico poniendo la resiha de intercambio cati6nico en contacto con una
solucion amortiguadora de elucion que comprende un pH de por lo menos 7,5 y
una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un eluato; y (c)
recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la porcion de
estabilizacién del eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato consiste en

no mas que un 80% del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la
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porcion de cabeza del eluato comprende entre un 70% y 80% del eluato total.
En otra forma de realizacién especifica, la porcién de cabeza del eluato
comprende entre un 60% y 80% del eluato total. En otra forma de realizacién
especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un 50% y 80% del
eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del
eluato comprende entre un 70% y 75% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un
75% y 80% del eluato total. En aun otras formas de realizacion, la porcion de
cabeza del eluato comprende un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79% u 80% del eluato total. En otra forma de realizacién, la porcion de
cabeza (es decir, la fraccion recolectada o agrupada de interés) del eluato no
comprende mas que un 70% del eluato total. En una forma de realizacién
especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende entre un 60% y 70% del
eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del
eluato comprende entre un 50% y 70% del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porciéon de cabeza del eluato comprende entre un
60% y 65% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion
de cabeza del eluato comprende entre un 65% y 70% del eluato total. En aun
otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende un
60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% u 70% del eluato total.
En otra forma de realizacién, la porcién de cabeza (es decir, la fraccién
recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que un 60%
del eluato total. En una forma de realizacién especifica, la porciéon de cabeza
del eluato comprende entre un 50% y 60% del eluato total. En otra forma de

realizacion especifica, la porcidon de cabeza del eluato comprende entre un



50% y 55% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcién
de cabeza del eluato comprende entre un 55% y 60% del eluato total. En aun
otras formas de realizacion, la porcion de cabeza del eluato comprende un
30%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% u 60% del eluato total.
En una forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucion es de 5,2 +
0,3. En otra forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de
5,2 £0,2. En otra forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucion
es de 52 + 0,1. En aln otra forma de realizacién especifica, el pH de la
primera solucién es de 5,2. En aun otras formas de realizacion, el pH de la
- primera solucién es de 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5,. 56,5,7,58,5906
6,0. En otra forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de
elucion comprende una conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En adn otra
forma de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucién
comprende una conductividad de por lo menos 22 mS/cm. En adn otra forma
de realizacion especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una
conductividad de por lo menos 25 mS/cm. En una forma de realizacion
preferida, la resina de intercambio catiénico es una resina de intercambio
catiénico débil. En una forma de realizacidn especifica, la resina de
intercambio catidnico débil es una resina de carboximetilo (CM).

d. Volumen del eluato fotal

[0134] En otra forma de realizacion particularmente bien adaptada para
la elaboracién a gran escala de composiciones de inmunoglobulinas, las
porciones de cabeza y de estabilizacion del eluato se definen como volimenes
del pico de eluato con relaciéon al tamafio de la columna de intercambio

catidnico (por ejemplo, por un determinado nimero de volimenes de columna).



Al predeterminar un volumen de eluat;) a recolectar en la porcion de cabeza, es
posible un control estrecho y reproducible del rendimiento de recuperacion de
inmunoglobulinas. Este método para definir las porciones de cabeza y de
estabilizacion del eluato es de particular utilidad para procesos de elaboracion
que requieren de un rendimiento minimo del paso y para procesos en los
cuales la decision se toma en base a sopesar el costo de rendimientos
reducidos de inmunoglobulina con el beneficio de producir una composicién
con un contenido reducido de actividad anti-complemento (ACA). De esta
manera, se puede recuperar de manera reproducible practicamente el mismo
rendimiento de inmunoglobulinas de una preparacion a oftra,
independientemente de varianzas menores entre las corridas de elaboracion.
Segun se demuestra en los Ejemplos 11 a 13, la aplicacion de este esquema
de recoleccion puede dar como resultado una recuperacion de gran
rendimiento de una composicién de inmunoglobulina 1gG con un contenido
reducido de actividad anti-complemento.

[0135] En una forma de realizacion, el comienzo de la porcién de cabeza
esta definido por una absorbancia basal. En algunas formas de realizacion, la
recoleccion de la porciéon de cabeza comienza una vez que la absorbancia del
pico de eluato atraviesa un primer umbral. En una forma de realizacion, la
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DOy del eluato
alcanza por lo menos 0,5 AU. En una forma de realizacién especifica, Ié
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DOy del eluato
alcanza por lo menos 1,0 AU. En otra forma de realizacion especifica, la
recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DOy del eluato

alcanza por lo menos 1,5 AU. En otra forma de realizacion especifica, la



recoleccion de la porcién de cabeza comienza cuando la DO,gg del eluato
alcanza por lo menos 2,0 AU. En aun otras formas de realizacion especificas,
la recoleccion de la porcion de cabeza comienza cuando la DO.gg del eluato
alcanza por lo menos 0,1 AU, 0,2 AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU,
0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU, 1,1 AU, 1,2 AU, 1,3 AU, 1,4 AU, 1,5 AU, 1,6 AU, 1.7
AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0 AU o0 mas.

[0136] En algunas formas de realizacién, una vez iniciada la recoleccion
de la porcién de cabeza, se recolecta una cantidad predeterminada de
volumenes de columna antes de pasar a la recoleccion (o eliminacion) de Ia
porcion de estabilizacion del eluato. En una forma de realizacién, no se
recolectan mas que 5 volimenes de columna (CV) de eluato en la porcion de
cabeza. En otra forma de realizacion, no se recolectan mas que 4 CV de
eluato en la porcion de cabeza. En otra forma de realizacion, no se recolectan
mas que 3 CV de eluato en la porcién de cabeza. En otra forma de realizacion,
no se recolectan méas que 2,7 CV de eluato en la porcién de cabeza. En otra
forma de realizacion, no se recolectan mas que 2,5 CV de eluato en la porcién
de cabeza. En otra forma de realizacion, no se recolectan mas que 2 CV de
eluato en la porcién de cabeza. En otra forma de realizacion, no se recolectan
mas que 1 CV de eluato en la porcion de cabeza. En aln otras formas de
realizacion, no se recolectan mas que 0,5 CV, 0,6 CV, 0,7 CV, 0,8 CV, 0,9 CV,
1,0CV,11CV,12CV,13CV,14CV,15CV,16CV,1,7CV, 1,8 CV, 1,9
CV,20CV,21CV,22CV,23CV,24CV,25CV,26CV, 27CV, 28CV,
29CV,30CV,310CV,32CV,33CV,34CV,35CV,36CV,37CV,3,8
CV,39CV,40CV,41CV,42CV,43CV,44CV,45CV, 46 CV, 4,7 CV,
48CV,49CV,50CV,51CV,52CV,53CV,54CV,55CV,56CV, 57
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CV, 5,8 CV, 5,9 CV, 6,0 CV o mas volimenes de columna de eluato en la
porcién de cabeza.

[0137] Por lo tanto, en un aspecto, la presente invenciéon provee un
metodo para reducir la cantidad de actividad amidolitica en una composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método comprende los
pasos de: (a) unir inmunoglobulinas IgG y actividad anti-complemento (es decir,
contaminantes que tienen actividad anti-complemento) sobre una resina de
intercambio catiénico; (b) opcionalmente lavar la resina de intercambio
catidnico con las proteinas unidas a la misma con una solucién amortiguadora
de lavado para eliminar los contaminantes asociados sueltamente; (c) conducir
un solo paso de elucién de las inmunoglobulinas IgG y ACA; y (d) recolectar la
porcion de cabeza del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del
eluato, en donde la porcién de cabeza del eluato consiste en no mas que 4
volimenes de columna (CV) del eluato total. En una forma de realizacion
especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entré 25CVy30CV
del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza
del eluato comprende entre 2,0 CV y 3,0 CV del eluato total. En otra forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre 2,0 CV
y 3,5 CV del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la porcion de
cabeza del eluato comprende entre 2,0 y 4,0 CV del eluato total. En aun otra
forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende
entre 2,5 CV y 3,5 CV del eluato total. En aln otras formas de realizacion, la
porcion de cabeza del eluato comprende 0,5 CV, 0,6 CV, 0,7 CV, 0,8 CV, 0,9
CV,10CV,11CV,12CV,13CV,14CV,15CV, 16 CV, 1,7CV, 1,8 CV,
1,9CV,20CV,21CV,22CV,23CV,24CV,25CV,26CV,27CV, 28
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CV,29CV,30CV,31CV,32CV,33CV,34CV,35CV,36CV,37CV,
38CV,39CV,40CV,4,1CV,42CV,43CV,44CV,45CV, 46 CV, 4,7
CV,48CV,49CV,50CV,51CV,52CV,53CV,54CV,55CV, 56 CV,
5,7 CV, 58 CV, 59 CV 0 6,0 CV del eluato total. En una forma de realizacién
preferida, la resina de intercambio catidnico es una resina de intercambio
cationico débil. En una forma de realizacién especifica, la resina de
intercambio cationico débil es una resina de carboximetilo (CM).

[0138] En una forma de realizacién especifica, la invencién provee un
metodo para reducir la cantidad de actividad anti-complemento (ACA) en una
composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, donde dicho método
comprende los pasos de: (a) poner una composicion de inmunoglobulinas
derivada de plasma que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera
cantidad de ACA en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta
en una columna de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucion
que comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11
mS/cm para unir las inmunoglobulinas y por lo menos una fraccion de la
primera cantidad de ACA a la resina de intercambio cati6nico; (b) eluir las
inmunoglobulinas de la resina de intercambio catidnico poniendo la resina de
intercambio catidnico en contacto con una solucién amortiguadora de elucion
que comprende un pH de por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo
menos 15 mS/cm para formar un eluato; y (c) recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcién de estabilizacion del eluato, en donde
la porcion de cabeza del eluato consiste en no mas que 4 volimenes de
columna (CV) del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la

porcion de cabeza del eluato comprende entre 2,5 CV y 3,0 CV del eluato total.
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En otra forma de realizacién especifica, la porcidn de cabeza del eluato
comprende entre 2,0 CV y 3,0 CV del eluato total. En otra forma de realizacién
especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre 2,0 CV y 3,5 CV
del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza
del eluato comprende entre 2,0 y 4,0 CV del eluato total. En aun otra forma de
realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre 2,5 CV
y 3,5 CV del eluato total. En aun otras formas de realizacion, la porcién de
cabeza del eluato comprende 0,5 CV, 0,6 CV, 0,7 CV, 0,8 CV, 0,9 CV, 1,0 CV,
1,1CV,12CV,13CV,14CV,15CV,16CV,17CV, 1,8CV, 1,9 CV, 2,0
CV,21CV,22CV,23CV,24CV,25CV,26CV,27CV,28CV,29CV,
30CV,31CV,32CV,33CV,34CV,35CV,36CV,3,7CV,38CV, 3,9
CV,40CV,4,1CV,42CV,43CV,44CV,45CV,46 CV,4,7CV,48CV,
49CV,50CV,51CV,52CV,53CV,54CV,55CV,56CV,57CV, 58
CV, 5,9 CV 0 6,0 CV del eluato total. En una forma de realizacién especifica, el
pH de la primera soluciéon es de 5,2 + 0,3. En otra forma de realizacion
especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,2. En otra forma de
realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,1. En aun otra
forma de realizacion especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2. En aln
otras formas de realizacion, el pH de la primera solucién es de 4,8, 4,9, 5,0,
51,52,53, 54,55, 56, 57,58, 596 6,0. En otra forma de realizacion
especifica, la solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad
de por lo menos 20 mS/cm. En auln otra forma de realizacién especifica, la
solucién amortiguadora de eluciéon comprende una conductividad de por lo
menos 22 mS/cm. En aun otra forma de realizacion especifica, la solucién

amortiguadora de elucion comprende una conductividad de por lo menos 25



v

mS/cm. En una forma de realizacion preferida, la resina de intercambio
cationico es una resina de intercambio catiénico débil. En una forma de
realizacion especifica, la resina de intercambio catiénico débil es una resina de
carboximetilo (CM).
V. Preparacion del plasma pobre en crioprecipitados

[0139] El material de partida usado para preparar las composiciones de
IlgG concentradas generalmente consiste en plasma recuperado (es decir,
plasma que ha sido separado de sangre completa ex vivo) o plasma en la
fuente (es decir, plasma recolectado por plasmaféresis). El proceso de
purificacion tipicamente comienza con el descongelamiento del plasma
combinado congelado, en el cual ya se ha evaluado la seguridad y los
parametros de calidad. EIl descongelamiento tipicamente se efectia a una
temperatura no mayor que 6 °C, preferentemente entre -1°C y 6°C. Una vez
que se ha descongelado el plasma congelado a baja temperatura, se realiza
una centrifugacion en frio (por ejemplo, < 6°C, preferentemente 2,5 + 3,5°C)
para separar los crioprecipitados soélidos del liquido sobrenadante. Como
alternativa, el paso de separacion puede realizarse por filtracion en lugar de
centrifugacion. Después, el liquido sobrenadante (que también conoce como el
“plasma con bajo contenido de crioprecipitados” después de que se eliminan
las proteinas insolubles en frio, por medio de una centrifugacién a partir de
plasma descongelado fresco) se procesa en el siguiente paso. En este
momento, pueden llevarse a cabo diversos pasos adicionales para aislar la
actividad de pasaje del inhibidor del factor ocho (FEIBA), el complejo del factor
IX, el concentrado del factor VIl o el complejo de la antitrombina lil. Por

ejemplo, se puede adsorber uno o mas factores sanguineos del plasma pobre
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en crioprecipitados antes de efectuar un enriquecimiento adicional de la
solucién que contiene inmunoglobulinas.
Vi Fraccionamiento del plasma pobre en crioprecipitados

[0140] Con el fin de preparar una composicion de inmunoglobulina IgG,
comunmente se fraccionar un plasma pobre en crioprecipitados para separar
las inmunoglobulinas deseadas de otras proteinas e impurezas que pudieran
estar presentes. En el arte se conocen muchos métodos para el
fraccionamiento de plasma, incluyendo fraccionamiento con alcohol (por
ejemplo, etanol), precipitacién por polimeros (por ejemplo, PEG), precipitacion
por acidos y ésteres grasos (por ejemplo, caprilato), cromatografia y
semejantes. Los ejemplos de estos procesos de fraccionamiento incluyen, en
un sentido no limitativo, fraccionamientos de Cohn (J. Am. Chem. Soc., 1946,
68(3): 459-475; J. Am. Chem. Soc. 72: 465-474 (1950)), fraccionamientos de
Oncley (J. Am. Chem. Soc., 1949, 71(2): 541-550), purificaciones de Deutsch
(J. Biol. Chem. 164:109-118), purificaciones de Hoppe (Munch Med

Wochenschr 1967 (34):1749-1752), purificaciones de Falksveden (Patente de |

Suecia N°: 348942), purificaciones de Falksveden y Lundblad (Methods of
Plasma Protein Fractionation 1980), purificaciones de Lebing (Vox Sang 2003
(84):193-201), purificaciones de Tanaka (Braz J Med Biol Res 2000 (33)37-
30)), purificaciones de Teschner (Vox Sang, 2007 (92). 42-55),
fraccionamientos de Nitschmann (Helv. Chim. Acta 37: 866-873),
fraccionamientos de Kistler/Nitschmann (Vox Sang, 7: 414-424 (1962)),
purificaciones de Barundern (Vox Sang, 7: 157-74 (1962)), purificaciohes de
Koblet (Vox Sang, 13:93-102 (1967)) un procedimiento de purificacién
divulgado en las Patentés de los EE.UU. N°: 5122373 6 5.177.194,



procedimientos modificados del mismo y procedimientos de purificacion
similares o equivalentes conocidos en el arte, cuyas divulgaciones se
incorporan por completo en la presente a modo de referencia, para todo fin.

[0141] En general, los métodos provistos en la presente son compatibles
con cualquiera de los esquemas de purificacion indicados precedentemente.
Como tal, en una forma de realizacion, el plasma pobre en crioprecipitados se
fracciona parcial o completamente de acuerdo con cualquiera de los esquemas
de purificaciébn mencionadas previamente. En una forma de realizacion
especifica, el plasma pobre en crioprecipitados se fracciona de acuerdo con
uno o mas de los pasos de fraccionamiento divulgados en las ensefianzas
descritas previamente, para producir una composicién de fraccionamiento
intermedio. En una forma de realizacion mas especifica, el plasma pobre en
crioprecipitados se fracciona para producir un precipitado de la Fraccién I, un
precipitado de la Fraccion Il, un precipitado de la Fraccion [+lI+1l, un
precipitado de la Fraccion 11+lll, la Fraccion V-1, un-precipitado A de Kistler-
Nitschmann, un precipitado B de Kistler-Nitschmann o un precipitado
modificado de los mismos.

[0142]En una forma de realizacion preferida, el plasma pobre en
crioprecipitados se fracciona mediante uno o mas pasos de precipitacion por
etanol. Los pasos de precipitacion por etanol se pueden emplear para
precipitar las inmunoglobulinas deseadas fuera de‘la solucién, reteniendo al
mismo tiempo por lo menos una proteina distinta de una inmunoglobulina en el
sobrenadante o para precipitar por lo menos una proteina distinta de una
inmunoglobulina fuera de la solucién, reteniendo al mismo tiempo la

inmunoglobulina deseada en el sobrenadante. Los métodos de
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fraccionamiento de inmunoglobulinas en esta modalidad son bien conocidos en
el arte. Los ejemplos de precipitados por etanol incluyen, en un sentido no
limitativo, un precipitado de la Fraccién I, un precipitado de las Fracciones
[+11+l1l, un precipitado de las Fracciones II+lll, la Fraccion IV-1, un precipitado A
de Kistler-Nitschmann, un precipitado B de Kistler-Nitschmann y precipitados
modificados de los mismos. En una forma de realizacién particularmente
preferida, se enriquece el contenido de las inmunoglobulinas presentes en un
plasma pobre en crioprecipitados mediante un proceso con etanol de cuatro
pasos, que comprende un paso de precipitaciéon de la Fraccion I+lI+lll, un paso
de precipitacion de A, un paso de precipitacion de B y un paso de precipitacion
de la Fraccién ll, como se describira mas adelante.
Vil. Ejemplos de esquemas de fraccionamiento

[0143] Aunque el especialista podra apreciar que se pueden utilizar
muchos materiales de partida diferentes (por ejemplo, diferentes fracciones de
plasma) para llevar a cabo los métodos provistos en la presente para reducir la
actividad amidolitica (por ejemplo, el contenido del Factor Xl y/o del Factor Xla)
y/o la actividad anti-complemento (ACA), a continuaciéon se proporciona un
ejemplo de esquema de fraccionamiento. En el ejemplo de esquema de
fraccionamiento se emplean cuatro reacciones de precipitacion por etanol para
preparar una precipitacion de la Fraccién Il que se puede volver a suspender y
luego utilizar como material de partida de los métodos provistos en la presente.
La composicién enriquecida de inmunoglobulina IgG resultante se puede
enriquecer adicionalmente mediante un procesamiento corriente abajo usando
técnicas tales como pasos de cromatografia de intercambio anidnico, ultra-

/diafiltracién, inactivacion viral y/o eliminacidn y otros pasos de enriquecimiento



bien conocidos en el arte.

[0144] Por lo tanto, en una forma de realizacion, la presente invencion
provee un método para la elaboracién de una composicién de inmunoglobulina
IgG, donde dicho método comprende los pasos de: (a) proveer una fraccion de
plasma pobre en crioprecipitados; (b) precipitar inmunoglobulinas de la fraccion
de plasma pobre en crioprecipitados en una primera reaccion de precipitacion
mezclando etanol con la fraccién de plasma pobre en crioprecipitados a una
concentracién final de entre 17% y 23% (v/v) aun pH de entre 6,5y 7,3 y a una
temperatura de entre -8°C y -2°C, formando asi un primer precipitado y un
primer sobrenadante; (c) resuspender las inmunoglobulinas presentes en el
primer precipitado, formando asi una primera suspension; (d) precipitar las
inmunoglobulinas de la primera suspensién en una segunda reaccion de
precipitacion mezclando etanol con la fracciéon de plasma pobre en
crioprecipitados a una concentracion final de entre 17% y 23% (v/v) a un pH de
entre 6,8 y 7,6 y a una temperatura de entre -8°C y -2°C, formando asi un
segundo precipitado y un segundo sobrenadante; (e) resuspender las
inmunoglobulinas presentes en el segundo precipitado, formando asi una
segunda suspension; (f) precipitar las inmunoglobulinas de la segunda
suspension en una tercera reaccion de precipitacién mezclando etanol con la
fraccion de plasma pobre en crioprecipitados a una concentracién final de entre
14% y 20% (v/v) a un pH de entre 5,0 y 5,8 y a una temperatura de entre -8°C y
-2°C, formando asi un tercer precipitado y un tercer sobrenadante; (g) precipitar
las inmunoglobulinas del tercer sobrenadante en una cuarta reaccién de
precipitacion mezclando etanol con la fracciébn de plasma pobre en

crioprecipitados a una concentracion final de entre 22% y 28% (v/v) a un pH de
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entre 6,7 y 7,5 y a una temperatura de entre -8°C y -2°C, formando asi un
cuarto precipitado y un cuarto sobrenadante; (h) resuspender el cuarto
precipitado para formar una tercera suspension; (i) poner la tercera suspension
en contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en una columna
de cromatografia bajo las condiciones de una primera solucién que comprende
. un pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir
las inmunoglobulinas IgG y por lo menos una entre: (i) una fraccion de FXI y/o
FXla, y (ii) una primera cantidad de actividad anti-complemento (ACA), a la
resina de intercambio catiénico; (j) eluir las inmunoglobulinas IgG de la resina
de intercambio cati6bnico poniendo la resina de intercambio catidénico en
contacto con una solucion amortiguadora de elucién que comprende un pH de
por lo menos 7,5 y una conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar
un eluato que comprende una porcion de cabeza y una porcién de
estabilizacion; y (k) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente
de la porcidon de estabilizacion del eluato. En una forma de realizacién
especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,3. En otra forma de
realizacién especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,2. En otra
forma de realizaciéon especifica, el pH de la primera solucién es de 5,2 + 0,1.
En aun otra forma de realizacién especifica, el pH de la primera solucion es de
5,2. En aun otras formas de realizacion, el pH de la primera solucién es de 4,8,
49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 6 6,0. En otra forma de
realizacion especifica, la solucion amortiguadora de elucion comprende una
conductividad de por lo menos 20 mS/cm. En alin otra forma de realizacion
especifica, la solucién amortiguadora de elucién comprende una conductividad

de por lo menos 22 mS/cm. En alin otra forma de realizacion especifica, la



solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo
menos 25 mS/cm. En una forma de realizacién preferida, la resina de
intercambio -catiénico es una resina de intercambio cationico débil. En una
forma de realizacion especifica, la resina de intercambio catidnico débil es una
resina de carboximetilo (CM).

A. Esquema de fraccionamiento corriente arriba |

[0145] En un primer ejemplo de un esquema de purificacion corriente
arriba, se somete a un plasma que contiene inmunoglobulina IgG a
fraccionamiento con alcohol (por ejemplo, fraccionamiento por etanol) como se
describira mas adelante. En una forma de realizacion, este primer esquema de
fraccionamiento corriente arriba incluye un paso de precipitacion de la Fraccion
I+11+11I, un paso de precipitacién de la Fraccién A y un paso de precipitacion de
la Fraccion B antes del paso de precipitacion de la Fraccién Il que finalmente
provee el material de partida para los métodos de cromatografia de intercambio
cationico provistos en la presente para la reduccién de actividad amidolitica
(por ejemplo, Factor Xl/Xla) y/o actividad anti-complemento (ACA).

[0146] Se contemplan métodos que contienen todas las combinaciones
de condiciones de precipitacion (por ejemplo, concentracién de etanol, pH,
temperatura, técnica de separaciéon) para cada uno de los pasos de
precipitacion de la Fraccion I+II+lll, de la Fracciéon A, de la Fraccion B y de la
Fraccion |l descritos mas adelante. Auln mas, se contemplan métodos que
comprenden todas las combinaciones de las condiciones de precipitacion
especificas con todos los posibles esquemas para definir y recolectar la porcién
de cabeza del eluato, como se describira mas adelante.

1. Precipitacion de la Fraccion I+11+]]
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[0147] En una forma de realizacion, la precipitacion de la Fraccién 1+11+ll|
se forma por adicién de etanol a un plasma pobre en crioprecipitados a una
concentracion final de entre 17% y 23% (v/v) a un pH de entre 6,5y 7,3. La
mezcla se incuba luego bajo agitacién a una temperatura de entre -8°Cy -2°C.
El precipitado resultante de la Fraccion I+lI+lil se puede separar del
sobrenadante de la Fraccion I+1I+1l por centrifugacién o filtracién de la mezcla,
que generalmente se efectia en frio. La mayor parte del contenido de
inmunoglobulinas esta presente en el precipitado de la Fraccidn I+1I1+ll, que se
puede resuspender y enriquecér adicionalmente.

[0148] En una forma de realizacion especifica, la concentracion final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccion I+I1+1l es de 20 £ 3% (v/v).
En otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 20 + 2%
(viv). En otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 20 +
1% (viv). En aun otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es
de 20% (v/v). En otra forma de realizacion adicional, la concentracion final de
etanol es de 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22% o0 23% (V/v).

[0149]En una forma de realizacion especifica, el pH del paso de
precipitacion de la Fracciéon I+li+lll es de 6,9 + 04. En otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion I+lI+ll es de 6,9 +
0,3. En otra forma de realizaciéon, el pH del paso de precipitacién de la
Fraccién [+1+ll es de 6,9 £ 0,2. En otra forma de realizacién, el pH del paso
de precipitacién de la Fraccion I+lI+lll es de 6,9 + 0,1. En aun otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion +1l+lll es de 6,9. En
aun otras formas de realizacién, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion

I+I+lll es de 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,26 7,3.
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[0150] En una forma de realizacion especifica, la temperatura del paso
de precipitacion de la Fraccion I+lI+lll es de -5 + 3°C. En otra forma de
realizacion, la temperatura del paso de precipitacién de la Fraccion I+lI+lll es
de -5 + 2°C. En ofra forma de realizacién, la temperatura del paso de
precipitacion de la Fraccion I+lI+lll es de -5 + 1°C. En adn otra forma de
realizacion, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion I+11+1ll es
de -5°C. En aun ofras formas de realizacién, la temperatura del paso de
precipitacion de la Fraccion I+1I+1ll es de -8°C, -7°C, -6°C, -5°C, -4°C, -3°C o -
2°C.

[0151]En una forma de realizacion especifica, se ajusta el pH del
plasma pobre en crioprecipitados en 6,9 + 0,2 y se calcula que la concentracion
de alcohol es de un 20% (v/v) por la adicién de una solucién amortiguadora de
resuspension que contiene acetato de sodio trihidrato, acido acético glacial y
agua para inyecciones (pH 4,0) y alcohol etilico desnaturalizado (férmula SDA-
3A). La solucién amortiguadora se agrega con la cantidad requerida de alcohol
bajo mezclado exhaustivo. El alcohol se enfria hasta una temperatura de -15°C
o mas frio antes de su adicién al plasma pobre en crioprecipitados. La solucion
amortiguadora y el alcohol se agregan al plasma mientras el tanque de
suspension se enfria hasta una temperatura de -5 + 2°C. Después de haber
completado la adicién, se verifica el pH de la solucion y se ajusta en 6,9 + 0,2,
si fuera necesario con una soluciéon amortiguadora de pH 4,0 o una solucién de
bicarbonato de sodio. La suspension resultante de la Fraccion I+l[+Ill se
centrifuga luego para separar el precipitado del sobrenadante.

2. Precipitacion de la Fraccion A

[0152] Para un enriquecimiento mayor en contenido y pureza de IgG, en
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una forma de realizacién, se resuspende un precipitado de la Fraccion [+1I+1ll y
se conduce un segundo paso de precipitacion (precipitacién de la Fraccién A).
La precipitacion de la Fraccion A tiene lugar por adicién de etanol a la
suspension de la Fraccion I+lI+11l a una concentracion final de entre 17% y 23%
(v/v) a un pH de entre 6,8 y 7,6. La mezcla se incuba luego bajo agitacion a
una temperatura de entre -8°C y -2°C. El precipitado resuitante de la Fraccién
A se puede separar del sobrenadante de la Fraccion A por centrifugacion o
filtracion de la mezcla, que generalmente se efectta en frio. La mayor parte del
contenido de inmunoglobulinas esta presente en el precipitado de la Fraccion
A, que se puede resuspender y enriquecer adicionalmente.

[0153] En una forma de realizacién especifica, la concentracion final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccion A es de 20 + 3% (v/v). En otra
forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 20 + 2% (v/v). En
otra forma de realizacién, la concentracion final de etanol es de 20 + 1% (V/v).
En aln otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 20%
(v/v). En otra forma de realizacién adicional, la concentracion final de etanol es
de 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22% 0 23% (v/v).

[0154]En una forma de realizacion especificé, el pH del paso de
precipitacion de la Fraccion A es de 7,2 + 0,4. En otra forma de realizacion, el
pH del paso de precipitacion de la Fraccion A es de 7,2 + 0,3. En otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion A es de 7,2 + 0,2.
En otra forma de realizacion, el pH del paso de precipitacién de la Fraccion A
es de 7,2 £ 0,1. En aun otra forma de realizacion, el pH del paso de
precipitacion de la Fraccion A es de 7,2. En aln otras formas de realizacion, el

pH del paso de precipitacién de la Fracciéon A es de 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3,
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[0155] En una forma de realizacion especifica, la temperatura del paso
de precipitacién de la Fraccion A es de -5 £ 3°C. En otra forma de realizacion,
la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion A es de -5 + 2°C. En
otra forma de realizacién, la temperatura del paso de precipitacion de la
Fraccion A es de -5 + 1°C. En aln otra forma de realizacién, la temperatura del
paso de precipitaciéon de la Fraccion A es de -5°C. En aln otras formas de
realizacion, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion A es de -
8°C, -7°C, -6°C, -5°C, -4°C, -3°C 0 -2°C.

[0136] En una forma de realizacion especifica, el precipitado de la
Fraccion I+l1+1ll se suspende en soluciéon amortiguadora de resuspension fria
que contiene acetato de sodio trihidrato, acido acético glacial y agua para
inyecciones (pH 4,0) y se mezcla. La suspension se diluye con WFI para
obtener una concentraciéon de proteinas calculada de 1,0 + 0,3% (p/v). La
agitacion se continlia hasta que la suspension sea homogénea. La solucién se
ajusta en un valor de pH de 7,2 + 0,2 con solucién amortiguadora (pH 4,0) o
con fosfato disédico 0,25 M y se lleva a la concentracién de alcohol calculada
de 20% (v/v). El alcohol se enfria hasta una temperatura de -15°C o mas frio
antes de su adicion a la solucién. El alcohol frio se agrega mientras el tanque
se enfria a -5 + 2°C. Una vez completada la adicion, se verifica el pH de la
suspension y se ajusta en 7,2 + 0,2, si fuera necesario. El precipitado formado
(denominado precipitado de la Fraccion A) se filtra luego para separar el
precipitado del sobrenadante.

3. Precipitacién de la Fraccion B

[0157] Para un enriquecimiento mayor en contenido y pureza de IgG, en
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una forma de realizacion, se resuspende un precipitado de la Fraccién A y se
conduce un tercer paso de precipitacion (precipitaciéon de la Fraccion B). La
precipitacion de la Fraccion B tiene lugar por adicién de etanol a la suspension
de la Fraccion A a una concentracion final de entre 14% y 20% (v/v) a un pH de
entre 5,0y 5,8. La mezcla se incuba luego bajo agitacién a una temperatura de
entre -8°C y -2°C. El precipitado resultante de la Fraccién B se puede separar
del sobrenadante de la Fraccion B por centrifugacion o filtracién de la mezcla,
que generalmente se efectia en frio. La mayor parte del contenido de
inmunoglobulinas esta presente en el sobrenadante de la Fraccién B, que se
puede recuperar y enriquecer adicionalmente.

[0158] En una forma de realizacion especifica, la concentracion final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccién B es de 17 + 3% (v/v). En otra
forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 17 + 2% (v/v). En
otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 17 + 1% (v/v).
En aun otra forma de realizacién, la concentracién final de etanol es de 17%
(viv). En otra forma de realizacion adicional, la concentracién final de etanol es
de 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% 0 20% (v/v).

[0159]En una forma de realizacion especifica, el pH del paso de
precipitacién de la Fraccion B es de 5,4 + 0,4. En otra forma de realizacion, el
pH del paso de precipitacion de la Fraccion B es de 5,4 + 0,3. En otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion B es de 5,4 + 0,2.
En otra forma de realizacién, el pH del paso de precipitacién de la Fraccién B
es de 54 + 0,1. En aun otra forma de realizacion, el pH del paso de
precipitacion de la Fraccion B es de 5,4. En adn otras formas de realizacion, el

pH del paso de precipitacion de la Fracciéon B es de 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5,
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[0160] En una forma de realizacion especifica, la temperatura del paso
de precipitacion de la Fraccion A es de -5 + 3°C. En otra forma de realizacion,
la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion A es de -5 + 2°C. En
otra forma de realizacion, la temperatura del paso de precipitacion de la
Fraccion A es de -5 + 1°C. En aun otra forma de realizacién, la temperatura del
paso de precipitacién de la Fraccion A es de -5°C. En aun otras formas de
realizacion, la temperatura del paso de precipitacién de la Fraccién A es de -
8°C, -7°C, -6°C, -5°C, -4°C, -3°C 0 -2°C.

[0161]En una forma de realizacién especifica, el precipitado de la
Fraccion A se suspende en agua para inyecciones (WFI) fria y se agita por al
menos una hora. Cuando el precipitado es exhaustivamente suspendido, se
agrega una solucion amortiguadora que contiene acetato de sodio. La
agitacion se continia hasta que la suspension sea homogénea. El pH se
ajusta en 5,4 £ 0,2 con solucién amortiguadora de pH 4,0 (109 g/l de acetato de
sodio trihidrato, 240 g/l de acido acético glacial y WFI) o fosfato disédico 0,25
M. La suspension se diluye con WFI fria calculada para obtener una
concentracion de proteinas de 1,2 + 0,3% (p/v). La agitacién se contintia hasta
que la suspension sea homogénea. El contenido de alcohol se lleva a una
concentracion calculada en 17% (v/v) por adicidn de alcohol pre-enfriado a -
15°C o menos. El alcohol frio se agrega mientras el tanque se enfria a -5 +
2°C. Si fuera necesario, el pH se reajusta en 54 + 0,2 con solucion
amortiguadora de pH 4,0 o fosfato disodico 0,25 M. El precipitado formado, el
precipitado de la Fraccion B, se separa por filtracion usando un filtro de

profundidad. El filtrado de la Fraccién B (es decir, el sobrenadante) se
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recupera para un enriquecimiento adicional.

B. Esquema de fraccionamiento corriente arriba Il

[0162] En un segundo ejemplo de un esquema de purificacién corriente
arriba, se somete a un plasma que contiene inmunoglobulina 1gG a
fraccionamiento con alcohol (por ejemplo, fraccionamiento por etanol) como se
describira mas adelante. En una forma de realizacion, este primer esquema de
fraccionamiento corriente arriba incluye un paso de precipitacién de la Fraccion
I'y un paso de precipitacion de la Fraccion 11+11l antes del paso de precipitacion
de la Fracci6n Il que finalmente provee el material de partida para los métodos
de cromatografia de intercambio cationico provistos en la presente para la
reduccion de actividad amidolitica (por ejemplo, Factor Xl/Xla) y/o actividad
anti-complemento (ACA).

[0163] Se contemplan métodos que contienen todas las combinaciones
de condiciones de precipitacion (por ejemplo, concentracién de etanol, pH,
temperatura, técnica de separacion) para cada uno de los pasos de
precipitacion de la Fraccion |, de la Fraccion +lI+11l y de la Fraccion Il descritos
mas adelante. Aun mas, se contemplan métodos que comprenden todas las
combinaciones de las condiciones de precipitacion especificas con todos los
posibles esquemas para definir y recolectar la porcion de cabeza del eluato,
como se describira mas adelante.

1. Precipitacién de la Fraccion |

[0164] En una forma de realizacion, la precipitacion de la Fraccion | se
forma por adicién de etanol a un plasma pobre en crioprecipitados a una
concentracion final de entre 6% y 10% (v/v) a un pH de entre 6,7 y 7,3. La

mezcla se incuba luego bajo agitacién a una temperatura de entre -4°C y 2°C.
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El precipitado resultante de la Fraccion | se puede separar del sobrenadante de
la Fraccion | por centrifugacion o filtracién de la mezcla, que generalmente se
efectia en frio. La mayor parte del contenido de inmunoglobulinas esta
presente en el sobrenadante de la Fraccion |, que se puede recuperar y
enriquecer adicionalmente. |

[0165] En una forma de realizacion especifica, la concentracion final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccion | es de 8 + 2% (v/v). En otra
forma de realizacién, la concentracion final de etanol es de 8 £ 1% (v/v). En
aun otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 8% (V/V).
En otra forma de realizacion adicional, la concentracion final de etanol es de
6%, 7%, 8%, 9% o 10% (v/v).

[0166]En una forma de realizacién especifica, el pH del paso de
precipitacién de la Fracciéon | es de 7,0 + 0,4. En otra forma de realizacion, el
pH del paso de precipitacion de la Fraccion | es de 7,0 + 0,3. En otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccién | es de 7,0 + 0,2. En
otra forma de realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion | es de
7,0 £ 0,1. En aun otra forma de realizacion, el pH del paso de precipitaciéon de
la Fraccion | es de 7,0. En aun otras formas de realizacion, el pH del paso de
precipitacién de la Fraccion | es de 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,267,3.

[0167] En una forma de realizacion especifica, la temperatura del paso
de precipitacién de la Fraccion | es de -1 £ 3°C. En otra forma de realizacién,
la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccién | es de -1 + 2°C. En
otra forma de realizacién, la temperatura del paso de precipitacion de la
Fraccion | es de -1 £ 1°C. En aun otra forma de realizacion, la temperatura del

paso de precipitacion de la Fraccion | es de -1°C. En aun otras formas de



realizacion, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccién | es de -
4°C, -3°C, -2°C, -1°C, 0°C, 1°C 0 2°C.

[0168]En una forma de realizacion especifica, el plasma pobre en
crioprecipitados se ajusta en un valor de pH de 7,0 + 0,1 y a una concentracion
de alcohol calculada del 8% (v/v). Las soluciones usadas para ajustar el pH y
las concentraciones de alcohol se agregan bajo mezclado exhaustivo. Se
disminuye la temperatura de la reaccion de precipitacién y se mantiene en -1 +
1°C. La suspension de la Fraccion | resultante se centrifuga o filtra luego para
separar el precipitado del sobrenadante.

2. Precipitacién de la Fraccion 11+111

[0169] Para un enriquecimiento adicional del contenido y la pureza de
IgG, en una forma de realizacion se usa un sobrenadante de la Fraccion .I como
material para un segundo paso de precipitacién (precipitacion de la Fraccion
H+HIl). La precipitacion de la Fraccion I+l tiene lugar por adicion de etanol al
sobrenadante de la Fraccion | a una concentracién final de entre 22% y 28%
(viv) a un pH de entre 6,7 y 7,3. La mezcla se incuba luego bajo agitacion a
una temperatura de entre -10°C y -4°C. El precipitado resultante de la Fraccion
l1+1ll se puede separar del sobrenadante de la Fraccién II+l1l por centrifugacion
o filtracién de la mezcla, que generalmente se efectua en frio. La mayor parte
del contenido de inmunoglobulinas esta presente en el precipitado de la
Fraccion II+l1l, que se puede resuspender y enriquecer adicionalmente.

[0170] En una forma de realizacion especifica, la concentracién final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccion li+lIl es de 25 + 3% (v/v). En
otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 25 + 2% (v/v).

En otra forma de realizacidon, la concentracién final de etanol es de 25 + 1%
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(viv). En aun otra forma de realizacion, la concentracién final de etanol es de
25% (vlv). En otra forma de realizacion adicional, la concentracion final de
etanol es de 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27% 0 28% (V/v).

[0171]En una forma de realizacion especifica, el pH del paso de
precipitacién de la Fraccion II+lil es de 7,0 £ 0,4. En otra forma de realizacion,
el pH del paso de precipitacion de la Fraccién Il1+1ll es de 7,0 + 0,3. En otra
forma de realizacion, el pH del paso de precipitacién de la Fraccion I+l es de
7,0 £ 0,2. En otra forma de realizacion, el pH del paso de precipitacion de la
Fraccion lI+1ll es de 7,0 + 0,1. En aun otra forma de realizacion, el pH del paso
de precipitacion de la Fraccion II+lll es de 7,0. En aln otras formas de
realizacion, el pH del paso de precipitacién de la Fraccion [l+ll es de 6,6, 6,7,
6,8,6,970,71,72,7,367,4.

[0172] En una forma de realizaciéon especifica, la temperatura del paso
de precipitacion de la Fraccion lI+lll es de -7 + 3°C. En otra forma de
realizacion, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion I+l es de -
7 £ 2°C. En otra forma de realizacion, la temperatura del paso de precipitaéién
de la Fraccion li+lll es de -7 + 1°C. En aln otra forma de realizacién, la
temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion 1+l es de -7°C. En auln
otras formas de realizacion, la temperatura del paso de precipitacién de la
Fraccion [+l es de -10°C, -9°C, -8°C, -7°C, -6°C, -5°C 0 -4°C.

[0173] En una forma de realizacion especifica, el sobrenadante de la
Fraccién | se ajusta en un valor de pH de 7,0 £ 0,1 y a una concentracion de
alcohol calculada del 25% (v/v). Las soluciones usadas para ajustar el pH y las
concentraciones de alcohol se agregan bajo mezclado exhaustivo. Se

disminuye la temperatura de la reaccién de precipitacion y se mantiene en -6 +
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2°C. La suspensién de la Fraccion [+l resultante se centrifuga o filtra luego
para separar el precipitado del sobrenadante.

C. Precipitacion de la Fraccién Il

[0174] Para un enriquecimiento adicional en contenido y pureza de IgG,
en una forma de realizacién, se conduce un cuarto (segun el esquema de
fraccionamiento corriente arriba 1) o tercer (segin el esquema de
fraccionamiento corriente arriba 1) paso de precipitacién por alcohol
(precipitacion de la Fraccion 1l). La precipitacion de la Fraccion Il se efectta
ajustando el pH de un filtrado de la Fraccién B o una suspensién del brecipitado
de la Fraccion I+l a un valor entre 6,7 y 7,5 y agregando etanol a una
concentracion final de entre 22% y 28% (v/v). La mezcla se incuba luego bajo
agitacion a una temperatura de entre -13°C y -2°C. El precipitado resultante de
la Fraccién Il se puede separar del sobrenadante de la Fraccién B por
centrifugacion o filtracién de la mezcla, que generalmente se efectia en frio.
La mayor parte del contenido de inmunoglobulinas estad presente en el
precipitado de la Fracciéon Il, que se puede resuspender y enriquecer
adicionalmente.

[0175] En una forma de realizacidon especifica, la concentracion final de
etanol en el paso de precipitacion de la Fraccion Il es de 25 + 3% (v/v). En otra
forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 25 + 2% (v/v). En
otra forma de realizacion, la concentracion final de etanol es de 25 + 1% (v/v).
En aun otra forma de realizacion, la concentracién final de etanol es de 25%
(v/v). En otra forma de realizacién adicional, la concentracion final de etanol es
de 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27% 0 28% (V/v).

[0176] En una forma de realizacién especifica, el pH del paso de
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precipitacion de la Fraccion |l es de 7,1 £ 0,4. En otra forma de realizacion, el
pH del paso de precipitaciéon de la Fraccion 1l es de 7,1 + 0,3. En otra forma de
realizacion, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion |l es de 7,1 £ 0,2. En
otra forma de realizacién, el pH del paso de precipitacion de la Fraccion Il es de
7,1+ 0,1. En aun otra forma de realizacion, el pH del paso de precipitacion de
la Fraccion Il es de 7,1. En aun otras formas de realizacion, el pH del paso de
precipitacion de la Fraccién |l es de 6,7, 6,8, 6,9, 7,0,7,1,7,2,7,3,7,4 6 7,5.

[0177] En una forma de realizacion especifica, la temperatura del paso
de precipitacion de la Fraccion [l es de -5 + 3°C. En otra forma de realizacion,
la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion Il es de -5 £+ 2°C. En
otra forma de re‘alizaci()n, la temperatura del paso de precipitacion de la
Fraccion Il es de -5 + 1°C. En aln otra forma de realizacién, la temperatura del
paso de precipitacién de la Fraccion |l es de -5°C. En otra forma de realizacion
especifica, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccién Il es de -10
+ 3°C. En otra forma de realizacion, la temperatura del paso de precipitacion
de la Fraccién Il es de -10 £ 2°C. En otra forma de realizacién, la temperatura
del paso de precipitacién de la Fraccion Il es de -10 = 1°C. En aun otra forma
de realizacién, la temperatura del paso de precipitacion de la Fraccion Il es de -
10°C. En aln otras formas de realizacion, la temperatura del paso de
precipitacién de la Fraccion |l es de -13, -12, -11, -10, -9, -8°C, -7°C, -6°C, -
5°C, -4°C, -3°C 0 -2°C.

[0178] Eh una forma de realizacion especifica, el pH del filtrado de Ila
Fraccién B se ajusta en 7,1 £ 0,2 usando una solucién 1,0 M de bicarbonato de
sodio. Se agrega alcohol adicional con mezclado para llevar la concentracién

calculada a 25% (v/v). El pH se verifica y se reajusta, si fuera necesario, en 7,3



t+ 0,2 usando bicarbonato de sodio 1 M o solucién amortiguadora de pH 4,0. La
suspension se agita por al menos dos horas a una temperatura de -5 + 2°C
después de completar la adicion del alcohol. Una vez completada la agitacion,
el pH se reajusta en 7,3 = 0,2, si fuera necesario. La suspension se centrifuga
y se separa el precipitado, el precipitado de la Fraccién II.

D. Cromatografia de intercambio catiénico

[0179]Para un enriquecimiento adicional de la composicién de
inmunoglobulinas, en una forma de realizacién se puede resuspender un
precipitado de la Fraccion Il en agua o en una solucién amortiguadora de
fuerza idnica baja y luego se puede someter a cromatografia de intercambio
cationico. En una forma de realizacién, el precipitado de la Fraccion Il se
resuspende en agua o solucion amortiguadora de baja fuerza iénica a un pH
inferior a 6,0. Tipicamente, el pH del precipitado de la Fraccion Il en
resuspension es de 5,2 + 0,2 y la conductividad de la suspensién es baja,
tipicamente de no mas de 1 mS/cm. La suspensioén de la Fraccién |l se filtra
luego para eliminar el material no solubilizado antes de cargarla sobre una
resina de intercambio catiénico, equilibrada a un pH inferior a 6,0. Después de
cargar las inmunoglobulinas sobre la resina de intercambio catidnico (por
ejemplo, una columna de intercambio catiénico), la resina se puede lavar con
una solucién amortiguadora de lavado que tiene un pH inferior a 6,0. Para eluir
las inmunoglobulinas, la resina de intercambio catidnico se pone en contacto
luego con una solucién amortiguadora de elucidén que tiene una conductividad
de por lo menos 15 mS/cm (por ejemplo, con una concentracién de sales de
por lo menos 150 mM de NaCl o una sal equivalente) y un pH mayor que 7,0.

En una forma de realizacién especifica, el precipitado de la Fracciéon Il en
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suspension es sometido a tratamiento con un solvente y detergente (S/D) antes
de conducir la cromatografia de intercambio catiénico. Aunque se usa un
precipitado de la Fraccion Il resuspendido del ejemplo de esquema de
fraccionamiento d_escrito en la presente como material de partida para los
métodos de intercambio catidnico provistos en la presente, se podra apreciar
que se puede utilizar cualquier composicién de inmunoglobulinas derivada de
plasma (es decir, fraccién) que contiene inmunoglobulinas IgG y actividad
amidolitica (por ejemplo, FXI y/o FXla) y/o actividad anti-complemento (ACA)
en los métodos provistos en la presente.

[0180] Se ha encontrado que los niveles altos de actividad amidolitica
(por ejemplo, FXI y/o FXla) y/o de actividad anti-complemento (ACA) co-eluyen
con IgG de la resina de intercambio catiénico. La incapacidad para separar
cantidades significativas de estas impurezas de las inmunoglobulinas deseadas
da como resultado una composicion final de IgG con una gran actividad
amidolitica y/o una gran actividad anti-complemento. Dado el mayor riesgo de
eventos tromboembdlicos que han sido atribuidos a una gran actividad
amidolitica en las preparaciones.farmacéuticas de inmunoglobuiinas, y las
reacciones adversas que se han asociado con una actividad anti-complemento,
persiste la necesidad en el campo de la eliminacién de impurezas que
contribuyan a la actividad amidolitica (por ejemplo, FXI/FXla) y/o a la actividad
anti-complemento  (ACA) presente en muchos productos de IgG.
Ventajosamente, se ha encontrado que cuando se usa una solucién
amortiguadora que tiene un pH superior a 7,0 para eluir inmunoglobulinas de la
resina de intercambio catidnico, la actividad amidolitica y la actividad anti-

complemento (ACA) solamente eluye en la porcion de estabilizacion del eluato.
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.Notablemente, la elucion de actividad amidolitica y ACA en la porcién de
estabilizacion del eluato se corresponde con un cambio en el pH del eluato,
desde menos de 6,0 hasta por encima de 7,0. Como tal, la porcién de cabeza
del eluato contiene una gran concentracién de inmunoglobulinas y una baja
concentracion de actividad amidolitica y ACA, en tanto la porcidn de
estabilizacion del eluato tiene una menor concentracion de inmunoglobulina y
una mayor actividad amidolitica y ACA. Por lo tanto, en formas de realizacién
preferidas de los métodos provistos en la presente, la porcion de cabeza del
eluato de intercambio catidnico se recolecta separadamente de la porcién de
estabilizacién del eluato.

[0181] En determinadas formas de realizacion, la resina de intercambio
catiénico es una resina de intercambio catiénico débil. Los ejemplos de resinas
de intercambio catiénico débiles incluyen aquellas con un ligando de acido
carboxilico, por ejemplo, resinas de carboximetilo (CM). En una forma de
realizacién preferida, la resina de intercambio catiénico usada en los métodos
provistos en la presente es una resina de carboximetilo, por ejemplo, CM-
Sepharose.

[0182] En una forma de realizacién, el precipitado de la Fraccién |l se
resuspende con agua fria o una solucién amortiguadora de baja fuerza idnica a
un pH de entre 4,8 y 5,6. En una forma de realizacion especifica, el pH del
agua o de la solucién amortiguadora usada para la resuspension es de 5,2 +
0,3. En otra forma de realizacién especifica, el pH del agua o de la solucion
amortiguadora usada para la resuspension es de 5,2 + 0,2. En otra forma de
realizacion especifica, el pH del agua o de la solucion amortiguadora usada

para la resuspension es de 52 + 0,1. En adn otra forma de realizacion



especifica, el pH del agua o de la solucién amortiguadora usada para la
resuspension es de 5,2. En aun otras formas de realizacion, el pH del agua o
de la solucién amortiguadora usada para la resuspension es de 4,8, 4,9, 5,0,
51,52,53,54,55,56,5,7,58,590686,0.

[0183] En una forma de realizacion, la resina de intercambio catidnico se
pre-equilibra en un valor de pH de entre 4,6 y 5,6. En una forma de realizacion
especifica, la resina se pre-equilibra en un valor de pH de entre 46 y 5,5. En
otra forma de realizacion especifica, la resina se pre-equilibra a un pH de 5,0 +
0,4. En otra forma de realizacion especifica, la resina se pre-equilibra a un pH
de 5,0 £ 0,3. En otra forma de realizacion especifica, la resina se pre-equilibra
aun pHde 5,0 +0,2. En otra forma de realizacién especifica, la resina se pre-
equilibra a un pH de 5,0 + 0,1. En otra forma de realizacion especifica, la
resina se pre-equilibra a un pH de 5,0 + 0,4. En adn otras formas de
realizacion, la resina se pre-equilibra a un pH de 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2,
53,54,55,56,5,7,5,8,5,966,0.

[0184] En una forma de realizacién, después de cargar una suspension
clarificada de la Fraccion Il sobre la resina de intercambio catiénico, la resina
se lava con una solucion amortiguadora que tiene una conductividad
suficientemente baja de modo que las inmunoglobulinas no eluyen de la resina
y un pH de entre 5,1 y 5,9. En una forma de realizacion especifica, el pH de la
solucién amortiguadora de lavado es de 5,5 + 0,3. En otra forma de realizacién
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de 5,5 + 0,2. En
otra forma de realizacién especifica, el pH de la solucion amortiguadora de
lavado es de 5,5 + 0,1. En otra forma de realizacién especifica, el pH de la

solucién amortiguadora de lavado es de 5,5. En aln otras formas de



realizacion, el pH de la solucién amortiguadora de lavado es de 5,0, 5,1, 5,2,
5,3,54,55,56,57,58,5,9,086,0.

[0185] En una forma de realizacion, el pH de la solucién amortiguadora
de elucion es mayor que 7,5. En otra forma de realizacion, el pH de la solucion
amortiguadora de elucién es de entre 7,4 y 8,2. En una forma de realizacién
especifica, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,8 + 0,3. En
otra forma de realizacion especifica, el pH de la solucion amortiguadora de
elucion es de 7,8 + 0,2. En otra forma de realizacién especifica, el pH de la
solucion amortiguadora de elucion es de 7,8 + 0,1. En otra forma de
realizacion especifica, el pH de la solucién amortiguadora de elucién es de 7,8.
En adn otras formas de realizacion, el pH de la solucién amortiguadora de
elucionesde 7,0,7,1,7,2,7,36,7,4,75,76,7,7,7,8,7,9, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 8,4
G 8,5.

[0186] En una forma de realizacion especifica, la conductividad de la
solucién amortiguadora de elucion es de por lo menos 10 mS/cm. En una
forma de realizacion preferida, la conductividad de la solucion amortiguadora
de elucion es de por lo menos 15 mS/cm. En otra forma de realizacion
preferida, la conductividad de la solucién amortiguadora de elucién es de por lo
menos 20 mS/cm. En una forma de realizacion especifica, la conductividad de
la solucién amortiguadora de elucion es de entre 10 mS/cm y 40 mS/cm. En
otra forma de realizacion, la conductividad de la solucién amortiguadora de
elucion es de entre 15 mS/cm y 30 mS/cm. En otra forma de realizacién, la
conductividad de la solucién amortiguadora de elucion es de entre 20 mS/cm y
30 mS/cm. En otra forma de realizacion, la conductividad de la solucién

amortiguadora de elucién es de entre 25 mS/cm y 30 mS/cm. En aun otras



formas de realizacion, la conductividad de la solucién amortiguadora de elucion
es de aproximadamente 5 mS/cm, o de aproximadamente 6 mS/cm, 7 mS/cm,
8 mS/cm, 9 mS/cm, 10 mS/cm, 11 mS/cm, 12 mS/cm, 13 mS/cm, 14 mS/cm, 15
mS/cm, 16 mS/cm, 17 mS/cm, 18 mS/cm, 19 mS/cm, 20 mS/cm, 21 mS/cm, 22
mS/cm, 23 mS/cm, 24 mS/cm, 25 mS/cm, 26 mS/cm, 27 mS/cm, 28 mS/cm, 29
mS/cm, 30 mS/cm, 31 mS/cm, 32 mS/cm, 33 mS/cm, 34 mS/cm, 35 mS/cm, 36
mS/cm, 37 mS/cm, 38 mS/cm, 39 mS/cm, 40 mS/cm o mayor.

[0187] En una forma de realizacién, la porcién de cabeza (es decir, la
fraccion recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que
un 80% del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcion de
cabeza del eluato comprende entre un 70% y 80% del eluato total. En otra
forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende
entre un 60% y 80% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la
porcion de cabeza del eluato comprende entre un 50% y 80% del eluato total.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
comprende entre un 70% y 75% del eluato total. En otra forma de realizacion
especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende entre un 75% y 80% del
eluato total. En aln otras formas de realizacion, la porcién de cabeza del
eluato comprende un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%
u 80% del eluato total.

[0188] En otra forma de realizacion, la porcién de cabeza (es decir, la
fraccion recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que
un 70% del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcién de
cabeza del eluato comprende entre un 60% y 70% del eluato total. En otra

forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato comprende



entre un 50% y 70% del eluato total. En otra forma de realizacién especifica, la
porcion de cabeza del eluato comprende entre un 60% y 65% del eluato total.
En otra forma de realizacion especifica, la porcién de cabeza del eluato
comprende entre un 65% y 70% del eluato total. En aun otras formas de
realizacion, la porcién de cabeza del eluato comprende un 60%, 61%, 62%,
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% u 70% del eluato total.

[0189] En otra forma de realizacion, la porcion de cabeza (es decir, la
fraccion recolectada o agrupada de interés) del eluato no comprende mas que
un 60% del eluato total. En una forma de realizacion especifica, la porcion de
cabeza del eluato comprende entre un 50% y 60% del eluato total. En otra
forma de realizacion especifica, la porcion de cabeza del eluato comprende
entre un 50% y 55% del eluato total. En otra forma de realizacion especifica, la
porcion de cabeza del eluato comprende entre un 55% y 60% del eluato total.
En aun otras formas de realizacion, la porcion de cabeza del eluato comprende
un 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% u 60% del eluato
total.

[0190]En otra forma de realizacion, las porciones de cabeza y de
estabilizacion del eluato se definen por el pH de la solucién. En una forma de
realizacion, la porcion de cabeza es el eluato con un pH no mayor que 7,0. En
otra forma de realizacién, la porcién de cabeza es el eluato con un pH no
mayor que 6,5. En otra forma de realizacion, la porcion de cabeza es el eluato
con un pH no mayor que 6,0. En otra forma de realizacion, la porcién de
cabeza es el eluato con un pH no mayor que 5,5. En otra forma de realizacion,
la porcién de cabeza es el eluato con un pH no mayor que 5,0. En aln otras

formas de realizacién, la porcion de cabeza es el eluato con un pH no mayor
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que 7,0,6,9, 6,8,6,7, 6,6, 6,5 64, 6,3,6,2,6,1,6,0, 59, 58,57, 5,6, 5,5, 54,
9,3,5,2,5,1, 5,0 0 menos.

[0191] En una forma de realizacion, la porcion de cabeza del eluato se
define como la fraccién del eluato que eluye de la resina de intercambio
cationico antes del punto en el cual la DO, del eluato cae por debajo de 2,0
AU. En otra forma de realizacion, la porcion de cabeza del eluato se define
como la fraccion del eluato que eluye de la resina de intercambio catidnico
antes del punto en el cual la DO, del eluato cae por debajo de 1,5 AU. En
otra forma de realizacion, la porcidn de cabeza del eluato se define como la
fraccion del eluato que eluye de la resina de intercambio catidnico antes del
punto en el cual la DOyg del eluato cae por debajo de 1,0 AU. En otra forma
de realizacion, la porcion de cabeza del eluato se define como la fraccion del
eluato que eluye de la resina de intercambio catiénico antes del punto en el
cual la DOggo del eluato cae por debajo de 0,5 AU. En aun otras formas de
realizacion, la porcion de cabeza del eluato se define como la fraccion del
eluato que eluye de la resina de intercambio catiénico antes del punto en el
cual la DOygp del eluato cae por debajo de 2,0 AU, 1,9 AU, 1,8 AU, 1,7 AU, 1,6
AU, 1,56 AU, 1,4 AU, 1,3 AU, 1,2 AU, 1,1 AU, 1,0 AU, 0,9 AU, 0,8 AU, 0,7 AU,
0,6 AU, 0,5 AU, 0,4 AU, 0,3 AU, 0,2 AU, 0,1 AU o menos. En determinadas
formas de realizacién, la porcion de cabeza del eluato se define ademas como
la porcién del eluato que eluye de la resina de intercambio catidnico después
que la DOggp del eluato se eleva por encima de un umbral, por ejemplo, de 0,1
AU, 0,2 AU, 0,3 AU, 0,4 AU, 0,5 AU, 0,6 AU, 0,7 AU, 0,8 AU, 0,9 AU, 1,0 AU,
1,1 AU, 1,2 AU, 1,3 AU, 14 AU, 1,5 AU, 16 AU, 1,7 AU, 1,8 AU, 1,9 AU, 2,0

AU o mas.



E. Ultraﬁltracién/Diaﬁ/tracién (UF/DF)

[0192] Las composiciones de IgG se pueden concentrar ademas por
ultrafiltracion/diafiltracion. En una forma de realizacion, la composicién de IgG
se puede concentrar por ultrafiltracion hasta una concentracion de proteinas de
entre 2% y 10% (p/v). En determinadas formas de realizacion, la ultrafiltracién
se lleva a cabo en un casete con una pantalla con canales abiertos, y la
membrana de ultrafiltracion tiene un limite nominal de peso molecular
(NMWCO) menor que aproximadamente 100 kDa, o menor que
aproximadamente 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30 kDa, o incluso menos kDa. En una
forma de realizacién preferida, la membrana vde ultrafiltraciéon tiene un NMWCO
no mayor que 50 kDa.

[0193] Como se describe en la publicacién de Patente de los EE.UU. N°:
2010/0330071, cuyo 6ontenido se incorpora en la presente en su totalidad a
modo de referencia para todo fin, se puede usar una membrana de canales
abiertos con un post-lavado y formulacién cercana al final del proceso de
produccion disefiado especificamente para duplicar aproximadamente en las
composiciones resultantes de IgG la concentracion de proteinas (200 mg/ml)
en comparacién con las IVIGs del arte (por ejemplo, GAMMAGARD® LIQUID)
sin afectar el rendimiento y la capacidad de almacenamiento. La mayoria de
las membranas de ultrafiltracion disponibles comercialmente no perrhiten
obtener una concentracién de 200 mg/ml de IgG sin que haya pérdidas
importantes de proteinas. Estas membranas seran bloqueadas rapidamente,
por lo que sera dificil realizar un lavado posterior apropiado. Entonces, es
necesario usar configuraciones de membranas con canales abiertos. Incluso

con las membranas con canales abiertos, es necesario usar un procedimiento



de lavado posterior disefiado especificamente para obtener la concentracion
necesaria, sin una pérdida significativa de proteinas (una pérdida menor que
2%). Resulta aun mas sorprendente que la mayor concentracion de proteinas,
200 mg/ml, no afecte la capacidad de inactivacion de virus del paso de
almacenamiento a bajo pH.

[0194] Una vez completado el paso de ultrafiltracién, el concentrado
puede concentrarse aun mas por diafiltracién contra una solucién apropiada
para una administracién intravenosa o intramuscular. En determinadas formas
de realizacion, la solucién de diafiltracion puede comprender un estabilizador
y/o un agente amortiguador. En una forma de realizacion preferida, el agente
estabilizante y amortiguador es glicina a una concentracion apropiada, por
ejemplo de entre 0,20 M y 0,30 M, o entre 0,22 My 0,28 M, o entre 0,24 M y
0,26 mM, o a una concentracion de 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9
6 3,0. En una forma de realizacion preferida, la solucién amortiguadora de
diafiltracion contiene glicina 0,25 M.

[0195] Tipicamente, el volumen de intercambio minimo es al menos
aproximadamente 3 veces el volumen del concentrado original, o al menos 4, 5,
6, 7, 8, 9 0o mas veces el volumen del concentrado original. La solucion de IgG
se puede concentrar hasta una concentracion final de proteinas de entre 3% y
25% (p/v), o entre 3% y 7%, o entre 6% y 18% (p/v), o entre 7% y 16% (p/v), o
entre 8% y 14% (p/v), o entre 9% y 12%, o hasta una concentracion final de 5%
0 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% o mayor. En una forma de realizacion, se
logra una concentracion final de proteinas de por lo menos un 23% sin agregar

la fraccion de post-lavado a la solucién concentrada. En otra forma de



realizacion, sé logra una concentracion final de proteinas de por lo menos un
24% sin agregar la fraccion de post-lavado a la solucién concentrada. En aun
otra forma de realizacién, se logra una concentracion final de proteinas de por
lo menos un 25% sin agregar la fraccién de post-lavado a la solucién
concentrada. Tipicamente, al final del proceso de concentracién, el pH de la
solucion sera de aproximadamente entre 4,6 y 5,1.

[0196] En un ejemplo de forma de realizacion, el pH de la composicion
de IgG se ajusta en 5,2 + 0,2 usando acido clorhidrico 1 M y se concentra hasta
5 =1 g % de proteinas por ultra-filtracion (100 kDa o menos de limite de corte
del peso molecular nominal). El concentrado es sometido luego a dia-filtracion
con una solucién de dia-filtracion (NaCl 0,02 M, PEG 0,05% (p/v)). El dia-
filtrado se enfria a 5 + 2°C. La concentraciéon de solucién amortiguadora-Tris
de la solucién se ajusta en 0,025 M usando Tris 2,0 M y el pH se vuelve a
ajustaren 7,8 £ 0,2.

F. Cromatografia de intercambio anionico

[0197] En una forma de realizacion, la proteina se carga luego sobre una
columna equilibrada de flujo rapido ANX Sepharose® 4 para eliminar los
contaminantes derivados de plasma. Una vez completada la carga, la columna
se lava con solucién amortiguadora de equilibrio (Tris 25 mM, NaCl 20 mM, pH
7,8 +0,2). Se agrupa la parte eluida (solucién de IgG) de la columna de los
pasos de carga y lavado.

G. Inactivacién y/o eliminacioén de virus

[0198] En determinadas formas de realizacién, los métodos provistos en
la presente para la preparacion de una composicién enriquecida en

inmunoglobulinas incluird ademas por lo menos uno, preferentemente por lo



menos dos, mas preferentemente por lo menos tres, pasos de inactivacion o
eliminacion viral. Los ejemplos no limitativos de pasos para inactivar o eliminar
los virus que pueden emplearse con los métodos que se proveen en la
presente incluyen el tratamiento con _solventes detergentes (Horowitz et al.,
Blood Coagul Fibrinolysis 1994 (5, Supl. 3):521-S28 y Kreil et al., Transfusion
2003 (43):1023-1028, ambos incorporados expresamente en la presente a
modo de referencia, en su totalidad y para todo propésito), la nanofiltracion
(Hamamoto et al., Vox Sang 1989 (56)230-236 y Yuasa et al., J Gen Virol. 1991
(72 (parte 8)):2021-2024, ambos incorporados expresamente en la presente a
modo de referencia, en su totalidad y para todo proposito) y la incubacién a
bajo pH y alta temperatura (Kempf et al., Transfusion 1991 (31)423-427 y Louie
- et al., Biologicals 1994 (22):13-19).

[0199] Los pasos de inactivacion o eliminacién viral se pueden realizar
con cualquier fraccion intermedio de inmunoglobulina generada durante el
proceso de elaboracion. Por ejemplo, en una forma de realizacion, el paso de
inactivacion o eliminacion viral se puede realizar con una suspensién de la
Fraccién I+l1+11l, una suspension de la Fraccion A, un filtrado de la Fraccién B,
una suspension de la Fraccion Il, un eluato de intercambio catidnico, un eluato
de intercambio aniénico y semejantes.

[0200] En una forma de realizacion, el paso de inactivacion o eliminacion
viral se realiza con una suspension de la Fraccion Il. En una forma de

-realizacidén preferida, la suspension de la Fraccion 1l es sometida a un
tratamiento con solvente y detergente (S/D).
1. Tratamiento con solvente/detergente (S/D)

[0201] Con el fin de inactivar los diversos contaminantes virales que



pudieran estar presentes en los productos derivados del plasma, se somete
uno o mas intermediarios de elaboracion de i‘nmunoglobulina a un tratamiento
con solvente-detergente (S/D). En una forma de realizacién preferida, se
resuspended un precipitado de la Fraccion Il y se trata con S/D. Los métodos
para tratar fracciones derivadas del plasma con detergentes son conocidos en
la técnica (puede hallarse una revisién en Pelletier JP et al., Best Pract Res
Clin Haematol. 2006;19(1): 205-42). En general, se podra usar cualquier
tratamiento con S/D convencional en combinacién con los métodos que se
proveen en la presente. Por ejemplo, a continuacion se provee un ejemplo de
un protocolo para un tratamiento con S/D.

[0202]En resumen, se agrega Triton X-100, Tween-20 y tri(n-
butilfosfato (TNBP) al filtrado del PptG clarificado, en concentraciones finales
de aproximadamente 1,0%, 0,3% y 0,3%, respectivamente. Luego se agita la
mezcla a una temperatura de entre aproximadamente 18°C y aproximadamente
25°C durante al menos aproximadamente una hora.

[0203]En una forma de realizacion, los reactivos de S/D (por ejemplo,
Triton X-100, Tween-20 y TNBP) se agregan por rociado en lugar de una
adicion en forma fluida. En otras formas de realizacion, los reactivos de
detergente se pueden agregar como sélidos a la solucion de intermediarios de
inmunoglobulina, que se esta mezclando para asegurar una distribucion rapida
de los componentes S/D. En determinadas formas de realizacion, es preferible
agregar los reactivos solidos esparciéndolos sobre un area superficial
deslocalizada del filtrado, de modo que no haya una concentracién local
excesiva, como la que ocurre en la adicion en forma fluida. En otra forma de

realizacion, se efectia una mejora del proceso bombeando una solucién que
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contiene inmunoglobulinas en un tanque donde los reactivos SD ya estan
presentes, ya sea en forma concentrada o diluida.

2. Nanofiltracién

[0204] Con el fin de reducir aun mas la carga viral de la composicion de
inmunoglobulinas que se provee en la presente, se puede someter una fraccion
de intermediarios de inmunoglobulina a una nanofiltracién usando un
dispositivo de nanofiltracion apropiado. En determinadas formas de
realizacion, el dispositivo de nanofiltracion tendra un tamario promedio de poro
de entre 15 nm y 200 nm. Los ejemplos de nanofiltros apropiados para este
uso incluyen, en un sentido no limitativo, DVD, DV 50, DV 20 (Pall), Viresolve
NFP, Viresolve NFR (Millipore), Planova 15N, 20N, 35N y 75N (Planova). En
una forma de realizacién especifica, el nanofiltro puede tener un tamafio de
poro promedio de entre aproximadamente 15 nm y 72 nm, o de entre
aproximadamente 19 nm y 35 nm o de aproximadamente 15 nm, 19 nm, 35 nm
0 72 nm. En una forma de realizacion preferida, el nanofiltro tendra poros con
un tamario promedio de aproximadamente 35 nm, por ejemplo, sera un filtro
Asahi PLANOVA 35N o un equivalente del mismo.

[0205] Opcionalmente, la ultrafiltracion/diafiltracion puede realizarse para
concentrar aun mas el nanofiltrado. En una forma de realizacién, se usa una
membrana de canales abiertos con un post-lavado y formulacién cercanos al
final del proceso de produccion disefiado especificamente que dan como
resultado una composiciéon de inmunoglobulinas de gran concentracion.

[0206] Después de la nandfiltracién, el filtrado se puede concentrar ain
mas por ultrafiltracion y/o la composicién amortiguadora se puede ajustar por

diafiltracién. En una forma de realizacién, el nanofiltrado puede concentrarse
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por ultrafiltracion hasta obtener una concentracién de proteinas de entre
- aproximadamente 0,5% y aproximadamente 10% (p/v). En determinadas
formas de realizacion, la ultrafiltracion se lleva a cabo en un casete con una
pantalla con canales abiertos, y la membrana de ultrafiltracion tiene un limite
nominal de peso molecular (NMWCO) menor que aproximadamente 150 kDa o
menor o igual a aproximadamente 140, 130, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40,
30 o menos kDa. En una forma de realizacion, la membrana de ultrafiltracion
tiene un NMWCO no mayor que 50 kDa.

3. Incubacioén a pH bajo

[0207] En determinadas formas de realizacién, se puede tratar una
solucién que contiene inmunoglobulinas para reducir o inactivar la carga viral
de la composicién. En una forma de realizacion, esto se logra ajustando el pH
de la composicion en un pH bajo, por ejempilo, menor o igual a
aproximadamente 6,0, y con una posterior incubacion durante por lo menos
una semana aproximadamente antes de liberar la composicion. En una forma
de realizacién preferida, el pH de la solucién a granel se ajusta a un valor
menor o igual a aproximadamente 5,5 antes de la incubacion. En una forma de
realizacion mas preferida, el pH de la solucién se ajusta en un valor menor o
igual a 5,0 antes de la incubacion. En determinadas formas de realizacion, el
pH de la solucién se disminuye a un valor menor o igual a aproximadamente
6,0 o menor o igual a aproximadamente 5,9, 5,8, 5,7, 5,6, 5,5, 5,4, 5,3, 5,2, 5,1,
50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40 o menos antes de la
incubacién.

[0208] En determinadas formas de realizacion, la soluciéon se incuba

luego por al menos una semana, o por lo menos 2, 3, 4 o mas semanas, 0
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durante por lo menos 1, 2, 3 0 mas meses. En formas de realizacion
preferidas, la composicién se incuba a una temperatura superior a 20°C o
superior a 25°C o superior a 30°C. En formas de realizacion particulares, la
composicion se incuba a una temperatura de 20°C, o 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 mas.

4. Liofilizacién y tratamiento con calor

[0209] En aun otras formas de realizacion, la presente invencion provee
composiciones de inmunoglobulinas liofilizadas, que se liofilizaron de acuerdo
con metodos conocidos en el arte. La actividad viral de estas composiciones
liofilizadas, que pudieron haber pasado previamente por otro pasos de
inactivacion o eliminacion viral tales como tratamiento con S/D o nanofiltracién,
se puede reducir ain mas mediante tratamiento con calor de la composicion
liofilizada. Los tratamientos con calor para la inactivacion de cargas virales en
factores sanguineos son bien conocidos en el arte (por ejemplo, véase,
Piszkiewicz ét al., Thromb Res. julio de 1987, 15;47(2): 235-41; Piszkiewicz et
al., Curr Stud Hematol Blood Transfus. 1989;(56): 44-54; Epstein y Fricke, Arch
Pathol Lab Med., marzo de 1990; 114(3): 335-40).

H. Formulacién

[0210] Una vez completado el paso de diafiltracion , la concentracién de
proteinas de la solucién se ajusta con la solucion amortiguadora de diafiltraciéon
en una concentracion final de entre aproximadamente 3% y aproximadamente
20% (p/v), o entre 3% y 7%, o entre aproximadamente 6% y aproximadamente
18% (p/v), o entre aproximadamente 7% y aproximadamente 16% (p/v), o entre

aproximadamente 8% y aproximadamente 14% (p/v), o entre aproximadamente
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9% y aproximadamente 12%, o en una concentracién final de
aproximadamente 5%, o 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% o mayor. En una
forma de realizacion preferida, la concentracion final de proteinas de la solucién
es de entre aproximadamente 9% vy aproximadamente 11%, mas
preferiblemente de aproximadamente 10%.

[0211] La solucién formulada en bruto también se esteriliza filtrandola a
través de una membrana de filtro con poros con un tamario absoluto no mayor
que aproximadamente 0,22 micrones, por ejemplo, de aproximadamente 0,2
micrones. Después, la solucién se coloca de manera aséptica en los
recipientes finales para sellarla de manera apropiada, y se toman muestras
para evaluarlas.

[0212] En una forma de realizacion, la concentracion de la composicion
de IgG también se ajusta en aproximadamente 10,2 + 0,2% (p/v) con el
amortiguador de diafiltracion. El pH se ajusta a un valor de entre
aproximadamente 4,4 y aproximadamente 4,9, si fuera necesario. Finalmente,
la solucién se filtra en forma estéril y se incuba por tres semanas a
aproximadamente 30°C.

‘ [0213] En un ejemplo de una forma de realizacion, la solucién de IgG
resultante se estabiliza con NaCl (maximo de 0,15 M), glicina (maximo de 0,3
M), glucosa (maximo de 0,11 M) y albdimina humana (méaximo de 3 mg/ml). El
pH se ajusta en 7,0 £ 0,2 usando acido clorhidrico 1 M. La solucidon se
concentra luego por ultrafiltraciéon hasta la concentracion deseada y el pH se
vuelve a ajustar en 7,15 + 0,1 usando acido clorhidrico 1 M o hidréxido de sodio

1 M. La solucién a granel se filtra en forma estéril usando un filtro con un
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tamafo de poro de 0,2 micrones o equivalente.

[0214] La solucién estéril de IgG se puede disponer asépticamente en un
recipiente, tapar para la liofilizacién, congelar, liofilizar, sellar bajo condiciones
asépticas y tapar.

VIILI. Ejemplos

[0215] Entre otras ventajas, los Ejemplos 1 a 7 demuestran que: (1) la
elucidn por pasos de inmunoglobulinas de una resina de intercambio catiénico
(por ejemplo, CM-Sepharose) da como resultado una distribucidn bimodal de
las proteinas, donde la actividad amidolitica (PL-1) eluye después de las IgG,
permitiendo asi eliminar la actividad amidolitica con una pérdida minima del
rendimiento de 1gG; (2) la elucién de la actividad amidolitica (PL-1) de la resina
de intercambio catiénico (por ejemplo, CM-Sepharose) se correlaciona, y
probablemente sea causada por, un cambio de pH en la columna CM durante
la elucién de acuerdo con los métodos provistos en la presente; (3) la cantidad
de proteina cargada sobre una resina de intercambio catidnico (por ejemplo,
CM-Sepharose) no afecta la eliminacién de la actividad amidolitica (PL-1) sobre
un rango de por lo menos entre 60 y 120 mg de proteina por ml de resina; (4) el
monitoreo del pH a la salida de la columna y la detencion de la elucién cuando
se manifiesta el aumento conduce a una eliminaciéon parcial de la actividad
amidolitica (PL-1), probablemente porque ya se ha afectado el equilibrio del pH
en la parte superior de la columna; (5) se puede reducir significativamente la
actividad amidolitica con una pérdida minima en el rendimiento de IgG (é 10%)
por recoleccién de una agrupacion de elucién inicial menor que 3 CV; como tal,
el monitoreo del volumen de un paso de elucién con CM-Sepharose es un

metodo simple para reducir significativamente la actividad amidolitica de una
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composicion de inmunoglobulinas preparada de acuerdo con los métodos
provistos en la presente; y (6) por recolecciéon del “primer pico” de un paso de
elucion de CM-Sepharose, se puede obtener una composicién que tiene una
menor concentracion de agregados de IgG, una menor actividad PKA, una
menor actividad PL-1, una mayor concentracion de monémeros de IgG y una
distribucién mas deseable de subclases de 1gG.

| [0216] Ademas, los Ejemplos 8 y 9 demuestran por lo menos que (1) las
proteinas que causan FXla y un TGA elevado se pueden separar por
cromatografia CM partiendo la parte del Ultimo 25% del eluato; (2) las ventajas
descritas previamente se pueden replicar en procesos de elaboracién a gran
escala; y (3) los eluatos de intercambio catidnico (es decir, CM-Sepharose)
producidos en procesos de elaboracion a gran escala se pueden agrupar
monitoreando la DO, por ejemplo el eluato se puede recolectar en una primera
agrupacion hasta que la DO del eluato cae por debajo de 2,0, proporcionando
asi una separacion significativa de las proteinas indeseadas que causan
valores elevados de FXlay TGA.
Ejemplo 1

[0217] Este ejemplo describe la distribuciéon de indeseadas proteinas que

causan niveles elevados de TGA, FXla, y valores mas bajos de NAPTT en una
composicion de la fraccién Il de inmunoglobulinas preparada de acuerdo con
un fraccionamiento por alcohol modificado de Kistler-Nitschmann. Estas
impurezas se pueden separar durante la elucién de un paso de cromatografia
de intercambio catiénico (por ejemplo, cromatografia de flujo rapido en CM
Sepharose).

[0218] Este ejemplo demuestra una reducciéon significativa en el
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contenido amidolitico (por ejemplo, FXI y/o FXla) durante la elucién de una
cromatografia de intercambio catiénico. El método da como resultado un
producto final de inmunoglobulinas que contiene significativamente menos
actividad FXla y TGA. Esta reduccién se logra con un fraccionamiento
especifico del paso del eluato CM, que separa efectivamente la actividad
amidolitica (presente en la porcién de estabilizacion del eluato) de la fraccion
principal de 1gG (que se encuentra en la porcién de cabeza del eluato). Este
ejemplo muestra que al dividir el eluato de intercambio catiénico en las
porciones de cabeza y de estabilizacién, se separan las proteinas traza
indeseables del volumen principal de contenido de IgG. Aln mas, este ejemplo
demostré que este proceso es efectivo y econémicamente viable para una
elaboracion a gran escala.

[0219] Brevemente, el precipitado de la Fracciéon Il se prepard de la
siguiente manera. Después de la crio-precipitacion del plasma humano
agrupado, se formé un precipitado de la Fraccion I+l1+lI por precipitacion con
alcohol 20% a pH 6,9. Después de resuspender el precipitado I+I+lll, se
agrega alcohol a una concentracion final de 20% a pH de 7,2, para formar el
precipitado A. La separacion del precipitado A se efectud por centrifugacion.
La Fraccion I+l (también denominada precipitado de la suspensiéon B) se
forma por precipitaciéon de un precipitado A en suspension con alcohol 17%. El
precipitado se recupera por filtracion o centrifugacion. Luego se procesa el
filtrado B en suspension para formar la Fraccion Il, que contiene la fraccion de
proteinas plasmaticas de gamma globulina (por ejemplo, 1gG) parcialmente
purificadas.

[0220] Después se trata una suspension clarificada de la Fraccion 1l con
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una mezcla de solvente-detergente (SD) y se carga sobre una columna ff CM
Sepharose. Después de lavar los reactivos SD residuales, se eluye la fraccién
de IgG unida a la resina. A continuacién, la solucién de inmunoglobulinas se
ultra-/diafiltra y luego se carga sobre un intercambiador aniénico para eliminar
las impurezas traza. Después de otro paso de concentracion a la formulacién
final le puede seguir una liofilizacion.

[0221] El precipitado de la Fraccion Il se disolvid luego en agua fria a
4°C y pH 52 + 0,2. Después de una clarificacién por filtracion CWSS, la
solucion se ajustd para el tratamiento SD. La concentracion de proteinas se
ajustd en 2% y la temperatura durante la incubacion SD se mantuvo en el
rango de entre 20°C y 25°C. La solucién de proteinas se cargéd luego sobre
una columna de flujo rapido CM-Sepharose equiliborada (solucién
amortiguadora de equilibrio: acetato de sodio 0,025 M, pH 5,0 + 0,2). Después
de la carga, la columna se lavd con 30 volimenes de columna de solucion
amortiguadora de acetato (acetato de sodio 0,01 M. pH 5,5 + 0,2), para lavar
los reactivos SD, antes de eluir la proteina adsorbida con solucion
amortiguadora de elucién (NaCl 0,25 M, glicina 0,2 M, PEG 3350 0,1%, Tris 25
mM, pH 8,00). La recoleccion de la primera parte del eluato (E1) comenzé a
una DO de 400 mAU y se detuvo después de exactamente 2,7 volimenes de
columna (Figura 1). La segunda fracciéon (E2) del pico de elucion se recolectd
cuando la DO cay6é nuevamente a 400 mAU. Las fracciones eluidas se
procesaron luego por separado por el resto del proceso.

[0222] Después se ajustafon las composiciones E1y E2 en pH de 5,2y
se ultra-/diafiltraron contra solucién amortiguadora de diafiltracion (NaCl 0,02

M, PEG 3350 0,05%) para concentrarlas hasta un 5% de proteinas (p/v). Se
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agrego Tris 0,025 M a las composiciones y el pH se ajusté en 7,7. Las
Fracciones de IgG se cargaron luego sobre una columna equilibrada de flujo
rapido ANX-Sepharose que fue equilibrada con solucién amortiguadora (Tris
0,025 M, NaCl 0,02 M, pH 7,7). El eluato ANX resultante se recolectd y se
suplement6é con NaCl 8,5 g/l, glicina 16,5 g/l, glucosa anhidrida 21,7 g/l y
albdmina 1 g/l (20%). Luego se ajusto el pH y las composiciones E1 y E2 se
concentraron a 10% (p/v) de proteina por ultrafiltracion. Después de la
concentracion, las soluciones concentradas se suplementan nuevamente con
NaCl y glicina (pero no albumina) y el pH se ajusta en 7,1, si fuera necesario,
antes de la filtracién estéril.

[0223] En la Figura 1 se provee una cromatografia que muestra la
absorbancia (mAU), conductividad y el pH del paso de cromatografia. Como se
puede observar, la elucién en un solo paso con la solucién amortiguadora de
elucién descrita previamente da como resultado a la elucién de dos picos.
Notablemente, con la adicién de la solucién amortiguadora de elucion, el pH del
eluato cae significativamente a medida que el primer pico sale de la columna, y
luego aumenta marcadamente con la elucién del segundo pico. Segin se
describe, los picos de elucién se separaron por recoleccion de 2,7 volimenes
de columna en una primera fraccion E1 (a la izquierda de la linea vertical que
se muestra en la Figura 1) y una segunda fraccién (a la derecha de la linea
vertical que se muestra en la Figura 1).

[0224] Las fracciones eluidas (E1 y E2) se procesaron luego por
separado para producir una preparacién final de inmunoglobulinas, como se
describira mas adelante. Para tal fin, se ajust6 el pH de las Fracciones E1y E2

en 52 y las muestras se diafiltraron contra solucién amortiguadora de
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diafiltracion (NaCl 0,02 M, PEG 3350 0,05%) para concentrar la composicion en
una concentracion final de proteinas del 5%. Después de la diafiltracion, se
agregd Tris 0,025 M a cada solucién de proteinas y el pH se ajusté en 7,7. Las
fracciones de IgG se cargaron luego sobre una columna equilibrada de flujo
rapido ANX-Sepharose (solucién amortiguadora de equilibrio de Tris 0,025 M,
NaCl 0,02 M pH 7,7) y se recolect6 la fraccién de eluato. El eluato ANX se
suplement6 luego con NaCl 8,5 g/, glicina 16,5 g/l, glucosa anhidrida 21,7 g/l y
albdmina 1 g/l (20%). El pH de la solucion se ajusta luego en 7,00 y la muestra
de inmunoglobulinas se concentra hasta 10% de proteinas por ultrafiltracion.
Después de la concentracion, se agrega nuevamente NaCl, glicina y glucosa
anhidrida y el pH se ajusta en 7,1, si fuera necesario, antes de la filtracién
estéril.

[0225] Para caracterizar el paso cromatografico, se determiné el balance
de masas, cuyos resultados se muestran en la Tabla 1, Balance de masas del
paso de enriquecimiento cromatografico-CM. Précticamente un 10% de las
proteinas totales se encontré en la segunda parte del pico de elucién. Esta es
la pérdida de rendimiento que tiene lugar cuando la composicion agrupada se
detiene después de 2,7 volimenes de columna de eluato.

Tabla 1. Balance de masas del paso de enriquecimiento

cromatografico-CM.



TPUV Proteinas | Rendimienta Rendimiento

(%) {g) (%) (/] de plasma)
IFraccidn Il dis. 6.99 150.07 100.00 3.83
CWSS 6,33 149,74 99,/8 3,892
CME1 297 136,27 90,80 3,87
CME2 1.04 16,40 10.83 043
E1 ANX DIN 256 92,96 61 94 243
E1 ANX ZM 0.87 11.25 7.50 0,29
E1 FC 478 76,31 650 85 2,00
E2 ANX D/N 271 12,56 B.37 033

E2 ANX 2M 0.78 1.02 0,68 003 |
E2FC 477 8.21 5.47 0.21

[0226] Los recipientes finales preparados a partir de las dos fracciones
de elucion CM fueron analizados luego por su distribucion de tamafio
molecular, actividad anti-complementaria, actividad amidolitica usando tanto
PL-1 como TGA como sustratos, actividad FXla y actividad NAPTT. Los
resultados se muestran en la Tabla 2, Comparacion de la distribucion del
tamafio molecular de los dos recipientes finales E1 y E2 y Tabla 3,
Comparacion de la caracterizacion bioquimica de los dos recipientes finales E1
y E2. La caracterizacion bioquimica de los recipientes finales derivados de la
primera y la segunda parte de la fraccion IgG eluida reveld que la primera parte
de la elucion esta esencialmente libre de FXla y ofras proteinas indeseables
que causan valores elevados de TGA y menores de NAPTT. Por el contrario,
las actividades FXla y amidolitica estan enriquecidas en la segunda parte,
donde el contenido de agregados y oligodimeros también es mayor.
Notablemente, el valor de ACA en la primera parte del eluato es muy bajo, en
tanto la segunda parte del eluato presenta un valor mucho mayor.

Tabla 2. Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los

dos recipientes finales E1y E2.
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HPLC Falimeros Oligo/dimeros | Mandmeros | Fragmentos
E1FC 0.20 % 4.66 % i 93.13% 2.01 %
E2FC 2.82 % |  609% | 8505% 2.15%

Tabla 3. Comparaciéon de la caracterizacion bioquimica de los dos

recipientes finales E1y E2.

PKKA | TGA FXla ACA PL-1 NAPTT
PKKA Wimi :—.EH PIMA | apemt 208 Unkladks S HID oms ks 1% nmol'm! men pli::.}
E1FC <4 95,87 <0,04 16,9/ 16,6 % < 10 > 5mg
E2FC 5.9 256 41 2.14 48.2 /58,7 % <10 |>5mg

[0227] En conclusién, la division de la elucion de la columna ff CM
Sepharose da como resultado dos fracciones y permite la elaboracién de
composiciones de IgG sustancialmente libres de FXla.

Ejemplo 2

[0228] Con el fin de reducir la cantidad de actividad amidolitica presente
en las preparaciones de inmunoglobulinas de elaboracion a escala, se
investigaron las condiciones usadas para eluir y fraccionar la cromatografia de
intercambio cationico. Los detalles de estas investigaciones se proveen mas
adelante.

[0229] Se condujo una serie de experimentos para encontrar las
soluciones adecuadas para reducir/eliminar la actividad amidolitica durante el
proceso corriente abajo de acuerdo con el método de produccion de
Gammagard SID que se describe en la presente. Brevemente, la pasta de la
fraccion de Cohn se disolvié en agua fria a 4°C y pH 5,2 + 0,2. Después de
una clarificacion por filtracion CWSS, las muestras se filtraron en forma estéril y
se guardaron a 4°C o bien se diluyeron con agua hasta una concentracion de
proteinas del 2% para su procesamiento inmediato. La solucion se llevd luego

a 20-25°C y se incubd por 1 hora con una mezcla de solvente/detergente



(Triton X-100 1%, Tween 80 0,3%; TNBP 0,3%) antes de cargar la solucién de
proteinas sobre una columna de flujo rapido CM-Sepharose equilibrada
(solucion amortiguadora de equilibrio: Acetato Na 25 mM, pH 5,0 + 0,2).
Despues de la carga, la columna se lavd con solucion amortiguadora de
acetato (Acetato Na 0,01 M, pH 5,5 + 0,2) y la IgG adsorbida se eluye con
solucién amortiguadora de elucion (NaCl 0,25 M, glicina 0,2 M, PEG 3350
0,1%, Tris 25 mM, pH 7,8). Durante las corridas de ff CM Sepharose, se
monitorearon los siguientes parametros para fraccionar el eluato CM (en un
punto definido): DO 280; pH; y volumen de elucion en volimenes de columna
(CV). Después, los eluatos se ultra/diafiltraron con solucién amortiguadora de
diafiltracion (NaCl 0,02 M, PEG 3350 0,05%) o se usaron inmediatamente para
los analisis. Este paso de concentracion se realizé con el fin de medir la
actividad amidolitica a valores de proteinas que también se corresponden con
una composicion del recipiente final del 10%.

[0230] Durante la elucion, el eluato rapidamente alcanzo el valor de
conductividad de la solucion amortiguadora de elucion CM.  Sin embargo,
segun se muestra en la Figura 2, el pH del eluato medido a la salida de la
columna inicialmente cay6é desde 5,5, como en la solucién amortiguadora de
lavado, hasta por debajo de 5,0 (4,3 - 4,8) y permanecid sin cambio para los
primeros 4 CV, a pesar del hecho que la solucién amortiguadora de elucion
tenia un pH de 7,8. Se observo un aumento en el pH hasta aproximadamente
7,8 al final de la recoleccion del eluato. El monitoreo de la DO 280 a la salida
de la columna muestra que este cambio en el pH corresponde a la liberacién de
un segundo pico, donde se detecta la mayor parte de la actividad amidolitica

(medida con el ensayo PL-1).
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Ejemplo 3

[0231] Para una investigacion adicional del fenémeno de elucion bimodal
de CM-Sepharose y el cambio de pH observados en el Ejemplo 1y el Ejemplo
2, se recolectaron fracciones de elucion individuales en otro experimento de
cromatografia de flujo rapido en CM-Sepharose. Brevemente, se condujo una
cromatografia de flujo rapido en CM-Sepharose como se describid
previamente, con fracciones recolectadas y analizadas por separado antes de
agrupar las fracciones A — N y concentrarlas por ultrafiltracion. El material de
partida para el paso cromatografico era la pasta de la Fraccion Il de Cohn
(P25001ivLE; FIX y AT-Ill adsorbida). La columna CM-Sepharose se equilibré
con solucién amortiguadora que tiene un pH de 5,2 y el lavado se realizé a un
pH de 5,7. La velocidad de flujo del paso cromatografico se mantuvo en 0,64
cm/min,

[0232] Después del cambio de pH, hay una cantidad creciente de
actividad amidolitica (PL-1) en las fracciones. Aun en la agrupacion
concentrada se observa una reduccion de la actividad amidolitica. El hecho
que la actividad PL1 sea detectable después de la ultra-/diafiltracion se debe ya
sea a la dilucion en el eluato CM o a la generacién del mismo durante la
concentracion.

[0233] Seguin se muestra en la Tabla 4, Andlisis de las fracciones de
elucion en ff CM-Sepharose, las fracciones que eluyen con un pH inferior a 5,5
(fraccion A-N) contenian concentraciones mucho menores de actividad
amidolitica en comparacién con las que eluyen a valores de pH mas altos
(fracciones O y P). La cuantificacion de la actividad amidolitica muestra que

eluyd mas actividad en las fracciones O y P que en todas las fracciones A-N

(33
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combinadas. Después del cambio de pH, se encontré una cantidad creciente
de actividad amidolitica (PL-1) en las fracciones. Aln en la agrupacion
concentrada se observa una reduccion de la actividad amidolitica. El hecho
que la actividad PL1 fuera detectable después de la ultra-/diafiltracion se debe
ya sea a la dilucion en el eluato CM o a la generacion del mismo durante la
concentracion.

Tabla 4. Analisis de las fracciones de elucion en ff CM-Sepharose.

Eluato en Velumen | pProteina  Proteina Recupera | .Actividad ! Actividad
volumen de| (cormegidel | sone. (corregida) | cidnen amidolitica amidalitica
Muestra | Falamna pH ;fﬂij::s (PL-1) (PL-1)
nmold min por
- cv S | % a %o nmol/ml.min g de proteina
Fasta resuzp, | . L1349 | 5e [ 7000 | 000 5 288
Filtrado CWSS | 1480 | 47 | 6897 | ©45 | 144 0 309
Fraccion A 026 56 | 245 0De | 010 g | <0
Fraccion g 0,28 48 247 217 5.38 7.3 <0
FraecinC | 027 | 48 . 255 | 668 . ‘709 | 234 <D
irgicLQn D _:__')_,?_? | 48 256 . 555 1422 19.5 <)
Fraceién £ 027 | 46 | 256 421 1078 14.8 <0
Fraccienf | 028 | 47 | 270 | 299 808 [ <o
(Fraceién & | 026 | a8 | 252 2,15 541 T4 <30
IFraceion H . 0.26 | 4.7 245 1,46 3 66 3.0 ] 0
Fraceion| 020 | a7 | 278 0.50 276 38 * =10
_Fraccién\.’ { 0,30 ] a7 | 287 O,(f'.-' ’ 92 2.6 <10
Fraceion K | 0.27 47 | 258 @51 |, 132 L8 <10
Fraccion | 0,26 4.7 | 251 (.43 108 g <10 |
FracsibnM | o027 [ 47 | 257 | 037 | o0es | 3 | ew |
Fraceion N 0.28 49 267 0,38 10 4 <10 |
FaccionO | 034 55 324 0,52 168 23 | 282 | 5423
Fraceidn P 0.29 7.5 275 032 | ) G4 | ; | 296 i 8708
Fraceién 0.28 78 270 0t | 0.0 - <
Eluato A-N Chi Z 1 1 1616 I Q1 . 69 0F I <1l
s fan i L L SN . o WO R L RV
AW después de UF/DF felels | 7.0C G9.70 12.7 184

Ejemplo 4

[0234] Para una definicion adicional de los limites de elucion de actividad
amidolitica de la resina CM-Sepharose ff, se condujo otro experimento, como el
que se describid previamente, excepto que los eluatos CM se recolectaron en
fracciones definidas por un limite de pH. Especificamente, los eluatos CM se

recolectaron hasta un pH predefinido (4,3, 4.8, 6,0, 7,5), monitoread a la salida



de la columna. En este experimento, el material de partida para el paso
cromatografico era pasta de la Fraccion Il de Cohn (P25001ivLE; FIX y AT-II
adsorbida), como en el Ejemplo 3. La columna CM-Sepharose se equilibré a
un pH de 4,8 y se lavo a un pH de 53. Las fracciones de eluato se ultra-
[diafiltraron y se ajusté el pH con Tris antes del analisis. En este experimento,
el pH del eluato cay6 a 4,1 al comienzo del paso de elucion. El andlisis de las
fracciones de eluato recolectadas se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Analisis de las fracciones de elucién en ff CM-Sepharose.

1 F 1 . . 14
‘Eluato en Froteina = Actividad Actividad
volumen de| conc. armidolitica amidolitica
columna (PL-1) (PL-1)
nmal min par g
Muestra i CV % nmol/ml.min de proteina
Fasta resusp. S : 14.4 251
. |
Filtrado CWSS 4.9 141 - 287
Eluato CM(pH4.3) | 4,B8(4,38)| 2,29 - R
después de UF/DF ! 7427 TR 162
Eluato CM [pH4,8) 4.49 2,66 10
después de UF/DF | 5.57 12.7 193
Eluato CMip=6.0) | 5,21 2.1 <10
| z
después de UF/DF 720 f4.1 f 1496
Elusto CM (=7 &) 643 | 1.7% <10 -
después de UF/DF ] 5.71 5.8 E 235

Ejemplo 5

[0235] A continuacién, se determiné si una reduccion en la cantidad de
proteinas por unidad de resina de CM-Sepharose mejoraria aun mas la
separacion de picos que se muestra en la Figura 2. Para evaluarlo, se condujo
una serie de corridas cromatograficas en CM-Sepharose ff con cargas
decrecientes de proteinas, que variaban en un rango desde 118 mg de proteina
por ml de resina hasta 57 mg/proteina por ml de resina. Al igual que en el

Ejemplo 2, el material de partida para el experimento era la pasta de la fraccion



Il de Cohn de la via II; P24701IV; que incluye eliminacion de FIX, FVII y ATIII
del plasma pobre en crioprecipitados por adsorcion (Tabla 6). La resina se
equilibré a pH 5,2 y el paso de lavado se condujo a pH 5,7. Los eluatos de CM-
Sepharose se agruparon como en el Ejemplo 2, en una primera parte (el primer
pico) y una segunda parte (el segundo pico). En la Figura 2 se provee un
ejemplo de cromatografia, en donde la primera agrupacién terminar y la
segunda agrupacion comienza cuando la absorbancia UV del eluato sale a una
DOg2g0 = 1,6 £ 0,2 aproximadamente entre los dos picos.

Tabla 6. Analisis del material de partida (via Il de la pasta de la fraccion

I de Cohn; P247011V).

‘ Walumen Froteing i.’ Recupe . Act amidolitical l Jfet. amidolitica  (PL-1)
[{t(zarregidoll) («(corregido) || racidn {PL-1)
Muestra ! ] g % - nmol/ml min nmolfmin.g de proteina
COHN I resusp, | 1C01 P | 243 325
T ST | = e o T
Filttado CWSS » 1083 74 @ | 22 5
Filtrado estéril | | 1067 ! 72 Qg | 225 335

[0236] Segun se muestra en la Tabla 7, Analisis de purificaciones
cromatograficas de CM-Sepharose realizadas con cargas variables de
proteinas, la reduccién de la carga de proteinas en la resina no mostré ningtn
efecto sobre la separacion de los picos, pero tenia un efecto sobre la
recuperacion. De manera coherente con los resultados presentados en los
ejemplos previos, hay niveles muy bajos de actividad amidolitica en las
primeras agrupaciones de eluato de cada corrida cromatografica.

Tabla 7. Analisis de las purificaciones cromatograficas de CM-

Sepharose realizadas con cargas variables de proteinas.



mg de ! eluato en | Concentracion recUperacion aactwidqtu
rotef volumen de| ‘de proteinas | amidolitica
rr\r:! Le;nrﬁfedm muestra | oiumna F (PL-1}
Ve | % nmol/ml.min
118 tprimera parte!
| deleluataCM | 27 ; 35 815 <10
segunda parte - B o ol
del eluato G 48 _03 3.5 |
Después de UF/DF ' 849 <10
1°0  [tprimera parte!|
| deleluatocM! 23 4.0 | 781 <10
segunda parte | |
del eluato CM 81 0.5 {198 | sl
Después de UF/DF |78 | | <10
80 (primera partey [
. deleluato CM 28 225 | 724 <10
sequnda parte '
 del eluato CM 3.5 0.6 24.7
deapués delJFIDF 7.05 <10
72 iprimera partey
N | deleluatoCM | 27 2 05 76.7 <0
o ' segunda pare D - |
_ ldelelatoCM | 44 0,4 23,1
Después de UF/DF 562 | <10
57 Lprimera parel| .
l del eluato Chi | 2,3 177 67.0 <10
| ' segunda parte |
deleluatoCM | 48 0,4 219 |
Después de UF/DF 3838 <10
Ejemplo 6

[0237] Para una validacion adicional de los hallazgos experimentales
descritos previamente, las purificaciones cromatograficas en CM-Sepharose se
efectuaron con velocidades de flujo y esquemas de agrupaciéon de elucion
variables. Brevemente, se procesé una pasta de la fraccion Il de Cohn con un
alto contenido de actividad amidolitica (100 nmol/mi.min a 6% de proteinas)
como se describe en la presente en la fraccidon de cromatografia ANX
precedente. Para todas las corridas de CM-Sepharose, el eluato se recolectd

cuando el UV empez6 a aumentar y se detuvo después de ya sea 3 CV o



después de 4 CV.

[0238] Se realizaron tres purificaciones cromatograficas en CM
Sepharose de la siguiente manera. Las fracciones de eluato recolectadas se
concentraron como se describe en la presente y luego se concentraron
adicionalmente para evitar valores PL-1 por debajo del limite de deteccion para
el ensayo PL-1.

[0239] Primera corrida: La resina CM-Sepharose se lavé y equilibro a
una velocidad de flujo de 1 cm/min. La velocidad de flujo de los pasos de
carga, lavado y elucion de la proteina se mantuvo constante en 0,64 cm/min.
Se recolectaron 3 volumenes de columna (3 CV) de eluato en la agrupacion
principal.

[0240] Segunda corrida: La resina CM-Sepharose se lavé y equilibro a
una velocidad de flujo de 1,2 cm/min. La velocidad de flujo del paso de carga
de la proteina era de 0,64 cm/min. La velocidad de flujo del paso de lavado era
de 0,64 cm/min para los primeros 1,2 volimenes de columna (CV) y de 1,8
cm/min para los siguientes 28,8 CV. EIl paso de elucion se condujo a 0,64
cm/min.  Se recolectaron 3 volimenes de columna (3 CV) de eluato en la
agrupacion principal.

[0241] Tercera corrida: La resina CM-Sepharose se lavo y equilibré a
una velocidad de flujo de 1,2 cm/min. La velocidad de flujo del paso de carga
de la proteina era de 0,64 cm/min. La velocidad de flujo del paso de lavado era
de 0,64 cm/min para los primeros 1,2 volumenes de columna (CV) y de 1,8
cm/min para los siguientes 28,8 CV. EIl paso de elucion se condujo a 0,64
cm/min. Se recolectaron 4 voliumenes de columna de eluato en la agrupacion

principal.
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[0242] La agrupacion principal de cada corrida cromatografica en CM-
Sepharose se concentré y se analizo por la actividad amidolitica (PL-1), la
concentracion total de proteinas y el perfil de HPLC. Segln se muestra en la
Tabla 8, Analisis de purificaciones cromatograficas de CM-Sepharose
realizadas con velocidades de flujo y volimenes de recoleccién de eluato
variables, el aumento de la velocidad de flujo en el paso de lavado dio como
resultado cantidades menores de actividad amidolitica en la agrupacion
principal (compérense la Corrida 1 con la Corrida 2). La recoleccion de 4 CV.
en lugar de 3 CV, proporciond un rendimiento de proteinas totales nominal
(2,55 g/l de plasma versus 2,5 g/l de plasma; comparense la Corrida 3 con la
Corrida 2); sin embargo, fue de mas del doble de la cantidad total de actividad
amidolitica presente en la cdmposicic')n final (384,7 PL-1 nmol/min-g de proteina
versus 188,5 PL-1 nmol/min-g de proteina). La agrupaciéon de 4 CV también
aumentdo el contenido de agregados en la composicion final de
inmunoglobulinas (0,52% versus 0,12%; comparese la Corrida 3 con la Corrida
2). Notablemente, el contenido amidolitico y de agregados final de la
composicion preparada en la Corrida 2 es coherente con lo observado
previamente (Véase, la Tabla 2, Comparacion de la distribucion del tamario
molecular de los dos recipientes finales E1 y E2, Tabla 4, Analisis de las
fracciones de elucion en ff CM-Sepharose y Tabla 5, Analisis de las fracciones
de elucion en ff CM-Sepharose).

[0243] Tabla 8. Analisis de las purificaciones cromatograficas en CM-
Sepharose realizadas con velocidades de flujo de lavado y volumenes de

recoleccion de eluato variables.



1. Corrida 2. Corrida 3. Corrida
Rendimiento de proteinas 2,36 2,5 2,55
Valor de proteinas % 8,12 7,48 9,28
PL-1 nmol/iml.min 27,5 14,1 35,7
PL-1 nmol/min.g protein 338,7 188.,5 384.7
HPLC | Adgregados. 0,18 B 0,12 - 0,52
Oligo/dimeros 584 5.74 5,38
[ Monomeros 93,88 84,10 92,98
r fragmentos 0,09 0,04 0,12

Ejemplo 7

[0244] Para demostrar que los resultados provistos previamente se
podian llevar a escala hasta una escala de elaboracién industrial, se
procesaron 360 g del material de partida de la Fraccion Il de Cohn igual que en
los experimentos anteriores. Se recolectaron 2,9 CV de CM-Sepharose en una
primera agrupacion y el balance del eluato se recolecté en una segunda
agrupacion. Las agrupaciones de eluato resultantes se procesaron luego en
una composicion de recipiente final, como se describe en la presente,
adecuado para su administracion a un individuo. Este procesamiento adicional
incluyd cromatografia ANX, ultra-/diafiltracion vy liofilizacion de la formulacion
final. Luego se analizaron las caracteristicas bioquimicas de cada preparacion
final y los resultados se muestran en la Tabla 9, Comparacion de la
caracterizacion bioquimica de los dos recipientes finales E1 (primera parte de
la elucién; 2,9 CV) y E2 (segunda parte de la elucion; > 2.9 CV).

Tabla 9. Comparacion de la caracterizacion bioquimica de los dos
recipientes finales E1 (primera parte de la elucion; 2,9 CV) y E2 (segunda parte

de la elucién; > 2,9 CV).



%

Eluzto CM después del procesamiento corriente abajo

Primers parte de |3 elucién| Segunda parte de |3 elucién
“alor de proteinas ©f 4,890 3,95
fqG g/L 48,3 36,3
lgA g'L 0,006 0,0002
Subclases IgG 1 71.9 71.4
de g3 v Z ic
. IgG 2 21,0 16,4
[ 1gG 3 46 | 108 |
IgG 4 25 | 14
HPLC Agregadas 0.07 J 0.06
Dligoddirmeros 4,59 | 10,76
tMondmeros 94 81 A7 .86
?agmerﬁos 0.52 1,82
|Electroforesiz CA
Albdmine 1,2 23
o/ globulins —w
v globuling Y.¢
98.8 7%
ACA (C'H 50) 25,4 26,5
PKA IEf/m) <0.6 412
PL-1 nmol/ml.run 19,7 ! 728.6
PL-1 nmal/min.g protein 402.0 ! 18446.6

[0245] Segun se muestra en la Tabla 9, Comparaciéon de la
caracterizacion bioquimica de los dos recipientes finales E1 (primera parte de
la elucién; 2,9 CV) y E2 (segunda parte de la elucién; > 2,9 CV), la composicion
final derivada de la primera parte de la elucion de CM-Sepharose contenia 50
veces menos actividad amidolitica que la composicion final derivada de la
segunda parte de la elucion de CM-Sepharose (402 nmol de PL-1/min-g de
proteina versus 18,446,6 nmol de PL-1/min-g de proteina). La composicion
final derivada de la primera parte de la elucion de CM-Sepharose también
contenia menos albumina (1,2% versus 2,3%), a/f globulina (no detectado
versus 0,2%), actividad PKA (< 0,6 IE/ml versus 41,2 IE/ml) e 1gG 3 (4,6%

versus 10,8%) en comparacién con la composicion final derivada de la segunda
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parte de la elucion de CM-Sepharose. Ademas, la composicion derivada de la
primera parte de la elucidén de CM-Sepharose presentaba un contenido de
monomero de IgG mucho mayor (94,81% versus 87,86%) que la composicion
final derivada de la segunda parte de la elucion de CM-Sepharose.
Ejemplo 8

[0246] Para una validacion adicional de los resultados provistos
previamente, se preparo una porcion de pasta de la Fraccion Il (RI10XD142;
precipitado A centrifugado) de acuerdo con los meétodos provistos en la
presente. La pasta se resuspendio luego y se cargd sobre una columna de
intercambio catiénico de CM-Sepharose como se describe en la presente y se
eluy6é segun se describio previamente. El eluato (volumen total: 4743 ml) se
dividié en una primera fraccion que contiene 75% del eluato total (3530 ml) y
una segundo fraccion que contiene 25% del eluato total (1213 ml). Ambas
primera y segunda fracciones de eluato de CM-Sepharose fueron procesadas
luego en el recipiente final como se describe en la presente y después se
analizaron la actividad FXla, TGA, NAPTT y amidolitica (PL-1), los agregados
lgG y el contenido ACA. Los resultados se proveen en la Tabla 10,
Caracterizacion bioguimica de la primera y segunda fraccion de elucion de CM-
Sepharose. De manera coherente con los resultados provistos anteriormente,
la separacion del eluato de CM-Sepharose en una primera y segunda
agrupacion da como resultado una reduccion de la actividad FXla y TGA en la
preparacion final de inmunoglobulinas.

Tabla 10. Caracterizacion bioquimica de la primera y segunda fraccién

de elucion de CM-Sepharose.

Primera parte del | Segunda  parte

Ensayo Unidades eluato CM del eluato CM

/'}_C



% de plasma
TGA il 96,87 256,41
F-Xla especifico mU/ml <0,04 214
NAPTT mg <5 =5
Actividad amidolitica :
(PL-1) nmol/mlmin | <10 <10
PKA I[E/ml <4 59
o]
MSD & de | 9,20 2,82
agregados
ACA % 16,6 58,7
Ejemplo 9

[0247] Para una evaluacion adicional de la posibilidad de aumentar la
escala de los métodos provistos en la presente, se monitoreé un eluato de CM-
Sepharose de un proceso de elaboracion a gran escala por el contenido de
proteinas, pH y actividad FXla. Brevemente, se procesaron aproximadamente
19.000 | de plasma pobre en crioprecipitados, como se describe en la presente,
para formar aproximadamente 220 kg de pasta de la fraccion I, que contiene
aproximadamente 70 kg de proteina. La pasta de la fraccion Il se resuspendié
y se cargd sobre una columna de CM-Sepharose a escala de elaboracidn, se
lavo y se eluy6 segun se describié previamente. Se recolecté una muestra del
eluato y se analizé después de cada CV (aproximadamente 350 I) de elucion.
Segun se muestra en la Tabla 11, Caracterizaciéon bioguimica de muestras del
eluato de CM-Sepharose tomadas después de la elucion de cada volumen de
columna, solamente se observan valores elevados de FXla al final de la elucién
de CM-Sepharose, después de los cambios de pH del eluato. La concentracion
de proteinas del eluato se monitore6 a una DOg y la primera parte de la

elucion se recolectd y agrup6 hasta que la DO,go caia por debajo de 2,0.

A



Luego se recolectd la segunda parte de la elucion y se agrupd por separado
hasta que la DOzgo cayd por debajo de 0,2. Después se analizé la primera y la
segunda agrupacion de eluato y se compararon, seglin se muestra en la Tabla
12, Caracterizacion bioquimica de la primera y segunda agrupacion de elucion
de CM-Sepharose. Notablemente, se encontro un 98% del rendimiento de IgG
en la primera parte del eluato de CM y un 2% del rendimiento de 1gG en la
segunda parte del eluato CM. Por consiguiente, al terminar la recoleccion de
una agrupacion de elucién de CM-Sepharose después que la DOagg del eluato
cae por debajo de 2,0, se puede eliminar una cantidad significativa de TGA y
de actividad FXla de la preparacion, minimizando al mismo tiempo la pérdida
del rendimiento de IgG.

Tabla 11. Caracterizacion bioquimica de muestras del eluato de CM-

Sepharose tomadas después de la elucion de cada volumen de columna.

Muestra (columna 1 de | Volumen DO pH a | TPU FXla
CM-Sepharose) del eluato la V (mU/g)
() salida | (g/dl)

de la

colum

na*
LEO8LO08 1CV 355 »2 4,37 6,57 | 0,61
LEO8LOO8 2CV 706 >2 4,28 1,67 | 2,40
LEO8L008 3CV 1069 >2 4,27 090 | 444
LEO8LO08 4CV 1408 %7 7,48 0,65 86,55
LEO8LO08 5CV 1753 >2 8,18 0,19 101,07
LEO8LO08 6CV 2106 0,85 | 8,28 0,06 86,24
LEO8LO08 7CV 2451 0,26 | 834 0,00 n.d.

Tabla 12, Caracterizacion bioquimica de la primera y segunda

agrupacion de elucion de CM-Sepharose.
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Primera
Ensa y parte del | Segunda parte del eluato CM
yo Mnidades eluato (después de una DO de 2)

CM

% de plasma
TGA de referencia a | 144 64 366,65

2,4 mg/ml
Actividad tipo factor Xla muy elevada;
F-Xla | 1gG mU/g 12,53 no se puede evaluar cuan‘tl'tatwamgnte
ya que el producto también contiene
actividades FXa y/o FIXa
Ejemplo 10

[0248] Para evaluar aun mas los métodos divulgados para reducir el
contenido amidolitico de una composicién de inmunoglobulinas, se condujo un
segundo experimento a gran escala usando un precipitado de la Fraccion |l
como material de partida. Brevemente, el precipitado de la Fraccion Il se
preparé como se describe en el Ejemplo 1, excepto que la separacion del
precipitado A se realizo por filtracién, en lugar de centrifugacion.

[0249] El precipitado de la Fraccion Il fue sometido a cromatografia
cationica de CM, como se describe en el Ejemplo 1. Al igual que en el Ejemplo
1, el eluato CM se recolectd en dos agrupaciones, una porcién de cabeza (E1)
que contiene a la masa del contenido de IgG y una porcién de estabilizacion
(E2) que contiene la mayor parte de la actividad amidolitica. La recoleccion de
la primera parte del eluato (E1) comenzoé a una DO de 400 mAU y se detuvo
después de exactamente 2,7 volimenes de columna. La segunda fraccion (E2)
del pico de elucion se recolecté cuando la DO cayé nuevamente a 400 mAU.
Las fracciones eluidas se procesaron luego por separado por el resto del
proceso. El balance de masas para el proceso de purificacidon se muestra en la

Tabla 13, Balance de masas para la segunda purificacion a gran escala a partir
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del precipitado de la Fraccion |I.

Tabla 13. Balance de masas para la segunda purificacion a gran escala

a partir del precipitado de la Fraccion 1. - .
B t TPUV | Proteinas |Rendimiento Rendimiento |

I (%) | (g o (%) 4ign de plasm@w‘
Fraccién Il dis. 6,14 26,72 __@o_oo_ 302
CWSS 550 12450 9824 296 |
CME1 29 10873 85,80 259 |
CM E2 0,90 ~ 1602 264 0,38 B
E1ANXDIN 274 9482 74, 8_2__ 2 26 |
E1ANX 2M 094 1020 805  lo24 ]
E1EB _ 499 9620 7592 2,29 |
E2ANXD/N 270 1326 1046 10,32 B
E2ANX2M 095 120 0% 003 |
[E2 EB 542 11,81 9,32 0,28 |

[0250] Al igual que en el Ejemplo 1, practicamente el 10% de las
proteinas totales se encuentra en la segunda parte del pico de elucion. Esta es
la pérdida de rendimiento confirmada si la elucion se detenia después de 2,7
volumenes de columna

[0251] Los recipientes finales preparados a partir de las dos fracciones
de elucion de CM (E1 y E2) fueron analizados por la distribucion de tamafio
molecular, actividad anti-complementaria, actividad amidolitica con el sustrato
SN13a y con los ensayos de TGA, FXla y NAPTT. Los resultados se muestran
en la Tabla 14, Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los dos
recipientes finales y en la Tabla 15, Comparacién de las caracteristicas
adicionales de los dos recipientes finales.

Tabla 14. Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los

dos recipientes finales

: ——

; HPLC | Polimeros | faiig Monoémeros | Fragmentos |
| oligo/dimeros = " "

ETFC__ 024%  518%  19321% 1,36 %

E2FC 442%  1960%  18455% 144% rﬂ



Tabla 15. Comparacion de las caracteristicas adicionales de los dos

recipientes finales

PKKA TGA [FXla [ACA ~  sSN13a  NAPTT |
‘ y i Unidades |
PKKA |7 FXla |[C’H50 ' .
u/mi plasma mU/ml consumidas‘FXla mU/ml  (FXI de plasma)
| normal |! ” | |
E1FC <4 110276  <0,04 79/97% <0375  >5mg
E2FC |4 119,75 0,09 52.4/63,7 %3,23 ~ >5mg

[0252] La caracterizacion bioquimica de los recipientes finales derivados
de la primera y la segunda parte de la fraccion IgG eluida reveld que la primera
parte de la elucion estd esencialmente libre de FXla y otras proteinas
indeseables que causan valores elevados de TGA y menores de NAPTT. Por
el contrario, las actividades FXla y amidolitica estan enriquecidas en la
segunda parte, donde los contenidos de agregados y oligo/dimeros también
son mayores, aun si la separacion de la suspension A se efectua por filtracion.
Notablemente, el valor ACA en la primera parte del eluato es ain menor, en
tanto el valor de ACA en la segunda parte del eluato es mas alto.

[0253] En este experimento, donde se usa filtracion para la separacion
de la suspension A en el proceso corriente arriba, el FXla residual en la
segunda parte de la eluciéon es mucho menor y el valor de TGA del recipiente
final de esta parte de elucion se encuentra en el rango normal.

[0254] Tomado conjuntamente con el Ejemplo 1, la divisién de la elucion
de la columna ff CM Sepharose en dos fracciones (E1 y E2) permite la
elaboracion de una composicion de IgG que esta sustancialmente libre de
FXla. Esto se cumple para ambas opciones de separacion para la fraccion A
(es decir, centrifugacion vy filtracion), aunque el FXla es significativamente

menor si la separacion del precipitado A se efectta por filtracion.



Ejemplo 11

[0255] Este ejemplo demuestra la conveniencia de los métodos de la
presente para la separacion de actividades procoagulantes por cromatografia
de intercambio catiénico en procesos de elaboracién a gran escala disefiados
para la produccién de composiciones de inmunoglobulinas para una
administracion por via subcutanea. El material de partida de este experimento
era un precipitado de la Fraccion Il formado a partir de plasma de una fuente
humana agrupada recolectado en Europa, que se crio-precipité y usd para
recuperar anti-trombina Il (ATIIl) por adsorcion.

[0256] Brevemente, después de la crio-precipitacion y adsorcién de
ATIII, el fraccionamiento con alcohol frio comienza con la separacion de
fibrindgeno y factores de coagulacion residuales (por ejemplo, Factor XIII) por
medio de la precipitacion de un precipitado de la Fraccion | a 8% de alcohol y
pH 7,0. La concentracion de alcohol en el sobrenadante se ajusta en un 25%
con el fin de precipitar la fraccion |1+l y para separar la albumina. Después de
la resuspension del precipitado II+ll, se agrega alcohol hasta un 12% a un pH
de ~5,2 para formar el precipitado Ill. Después de la separacion del precipitado
[ll, se agregan 0,04 g DEAE Sephadex / g de proteina, la solucion se filtra a
través de filtros de profundidad Cuno 90 y la fraccién Il de Cohn que contiene la
fraccion de gamma globulina purificada se precipita con 25% de alcohol a pH
neutro.

[0257] El precipitado de la fraccion Il se disuelve en agua fria a 4°C y pH
9,2 + 0,2. Despues de clarificacion por filtracion CWSS, la solucién se ajusta
para el tratamiento SD en una concentracion de proteinas del 2%. La

temperatura durante la incubacion SD se mantiene en el rango de entre 20 y
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25°C. La solucion de proteinas se cargd sobre una columna de flujo rapido
CM-Sepharose equilibrada (solucién amortiguadora de equilibrio: acetato de
sodio 0,025 M, pH 5,0 £ 0,2). Después de la carga, la columna se lava con 30
volumenes de columna de solucién amortiguadora de acetato (acetato de sodio
0,01 M. pH 5,5 £ 0,2), para lavar los reactivos SD, antes de eluir la proteina
adsorbida con solucion amortiguadora de elucion (NaCl 0,25 M, glicina 0,2 M,
PEG 3350 0,1%, Tris 25 mM, pH 8,00). La recoleccion de la primera parte del
eluato (E1) comienza a una DO de 400 mAU y se detuvo después de
exactamente 2,7 volumenes de columna. La segunda fraccion (E2) del pico de
elucion se recolecta cuando la DO cayd nuevamente a 400 mAU. Las
fracciones eluidas se procesan por separado en la masa final de acuerdo con
los siguientes pasos.

[0258] El pH de la fraccion del eluato se ajusta en 5,2 y luego se produce
la concentracion hasta un 5%, la diafiltracion contra solucion amortiguadora de
diafiltracion (NaCl 0,02 M, PEG 3350 0,05%) y la subsiguiente concentracion
hasta un 10% de proteinas. Se agrega 0,055 g de glicina / g de proteina a la
solucién y el pH se ajusta en 7,0 antes de una filtracion estéril.

[0259] El cromatograma de los pasos de lavado y elucion del intercambio
cationico se muestra en la Figura 3. La linea 1 muestra la absorbancia UV, la
linea 2 la conductividad y la linea 3 el pH a la salida de la columna. La
densidad optica a 280 nm indica una separacion parcial de dos fracciones
durante la elucion de la proteina de la columna ff CM Sepharose. El pH a la
salida de la columna comienza a aumentar justo después del comienzo de la
re-elevacion de la absorbancia de UV durante la elucién. En este punto se

separaron las dos fracciones de eluato (F4 y F5, denominadas E1 y E2 en la
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presente). El balance de masas para la corrida de purificacion corriente abajo

se muestra en la Tabla 16, Balance de masas para la purificacion a gran escala

de IgG a partir del precipitado de la Fraccion Il

Tabla 16. Balance de masas para la purificacion a gran escala de IgG a

partlr del precipitado de la Fraccién |I.

| ;TPUV "~ [Proteinas
L (%) 'r(g)

Fril dis. 494 179,45
cwss 2,70 169,46

'CM E1 2,78 1148, 05
CME2 o8s  bioa
Masade E1 _ [1325 12760
Masa de E2 113,15 20,32

[0260] Practicamente un 15% de las prot

segunda parte del pico de elucion (E2).

Rendimiento Rendimiento _i

) (g/l de plasma) |
10000 358

6 9443 338 |
8250 295 |

4 172 D042 !
nn 254 |

1132 041 L

einas totales se encuentra en la

Esta es la pérdida de rendimiento

debido a la terminacién de la recoleccion de E1 después de 2,7 volumenes de

columna. Los recipientes finales preparados a partir de las dos fracciones de

elucion de CM (E1 y E2) fueron analizados

molecular, actividad anti-complementaria, activ

por la distribuciéon de tamario

idad amidolitica con el sustrato

SN13ay con los ensayos de TGA, FXla y NAPTT. Los resultados se muestran

en la Tabla 17, Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los dos

recipientes finales y en la Tabla 18, Comparacion de las caracteristicas

adicionales de los dos recipientes finales.

Tabla 17. Comparacion de la distribucion del tamafo molecular de los

dos recipientes finales.

| | . iofo | e e o
HPLC Pohmeros Monomeros Fragmentos n
i oligo/dimeros |~ "~ " " " VTR
Masade E1 'o 47 % 592% € 9361% - |
Masade E2 '6 33 % 850% 83 97% 1 20%

Tabla 18. Comparacion de las caracteristicas adicionales de los dos

v



recipientes finales.

[ PKKA T_GA_ ~ Fx)a ]acA SN13a |NAPTT |
0 |

| ‘ﬁﬁgr ‘rf;rciiﬁalplasmah:ma ng!ml % FXla mU/ml ‘(F i de:\
Masa de s e R
g1 4 [Meas  pow 4 (s _iw_@_‘
|Masa de I ‘
“es 10911 0,23 57 167 >10mg |

[0261] La primera parte del eluato CM (E1) dio como resultado una masa
final con un contenido menor de agregados, dimeros y fragmentos, con un bajo
contenido de FXla, con un resultado de TGA cercano al del plasma normal, con
una actividad PKA y amidolitica media con SN-13 debajo del limite de
deteccion y sin una NAPTT abreviada. Las actividades FXla, PKKA vy tipo FXla
estan enriquecidas en la segunda parte, donde el contenido de polimeros,
fragmentos y oligo/dimeros de IgG también es mayor. Notablemente, el valor
ACA en la porcion de cabeza del eluato (E1) es menor que en la porcién de
estabilizacion del eluato (E2).

Ejemplo 12

[0262] Para una evaluacion adicional de los métodos divulgados para
reducir el contenido amidolitico de una composicion de inmunoglobulinas, se
condujo otro experimento a gran escala usando un precipitado de la Fraccion Il
como material de partida. Brevemente, el precipitado de la Fraccion Il se
prepard como se describe en el Ejemplo 11, excepto que el material de partida
para este experimento era un precipitado de la Fraccion Il formado a partir de
un plasma de una fuente humana agrupado recolectado en Europa, que se
crio-precipitd y usdé para recuperar FEIBA y anti-trombina 1l (ATIIl) por
adsorcion. Por lo demas, la cromatografia de intercambio catiénico en CM-

Sepharose y el procesamiento corriente abajo se condujo como se describe en



el Ejemplo 11.

[0263] El cromatograma de los pasos de lavado y elucién del intercambio
cationico se muestra en la Figura 4. La linea 1 muestra la absorbancia UV, la
linea 2 la conductividad y la linea 3 el pH a la salida de la columna. La
densidad optica a 280 nm indica una separacion parcial de dos fracciones
durante la elucion de la proteina de la columna ff CM Sepharose. El pH a la
salida de la columna comienza a aumentar justo después del comienzo de la
re-elevacion de la absorbancia de UV durante la elucion. En este punto se
separaron las dos fracciones de eluato (F4 y F5, denominadas E1y E2 en la
presente). El balance de masas para la corrida de purificacion corriente abajo
se muestra en la Tabla 19, Balance de masas para la purificacion a gran escala
de IgG a partir del precipitado de la Fraccion Il.

[0264] Tabla 19. Balance de masas para la purificacion a gran escala de

IgG a partir del precipitado de la Fraccion |l.

TPUV  [Proteinas | Rendimiento| Rendimiento
(A | (9) (%) ' (gll de plasma)

Fr Il dis. 5,09 174,15 100,00 4,03 ]
CWSS 2,98 168,81 96,93 3,91

CME1 2,69 14369 82,51 3,33

CM E2 0,94 21,28 12,22 0,49

Masa de E1 9,28 127,68 73,32 2,96

Masa de E2 9,63 19,95 11,46 0,46

[0265] Al igual que en el Ejemplo 11, practicamente el 15% de las
proteinas totales se encuentra en la segunda parte del pico de elucién. Esta es
la pérdida de rendimiento debido a la terminacion de la recoleccion de E1
despues de 2,7 volumenes de columna. Los recipientes finales preparados a
partir de las dos fracciones de elucion de CM (E1 y E2) fueron analizados por la

distribucion de tamafio molecular, actividad anti-complementaria, actividad
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amidolitica con el sustrato SN13a y con los ensayos de TGA, FXla y NAPTT.
[0266] Los resultados se muestran en la Tabla 20 y en la Tabla 21.
Tabla 20. Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los

dos recipientes finales.

= - —
HPLC | Polimeros I e P Monémeros | Fragmentos
o | oligo/dimeros | s
Masa de E1 0,54 % 14,95 % 9449%  [0,02%
MasadeE2 649 % 6.71% 85,18 % 1,62 %
Tabla 21. Comparacion de las caracteristicas adicionales de los dos

recipientes finales.

PKKA | TGA | FXla | ACA | SN13a | NAPTT |
0
| PRKA 1% de p'asma‘Fxm ng/ml %  FXia mUiml (P&l de
| IU/ml normal | | plasma)
l’é’?“ dey 114,34 008" 57 115 >10mg
"\E/';S& de|34,2 157,18 3,208 59 276 \>10 mg
L S ——— |

[0267] La caracterizacion bioquimica de las masas estabilizadas
derivadas de la primera y la segunda parte de la fraccion de IgG eluida reveld
que la primera parte de la elucion esta esencialmente libre de FXla y de otras
proteinas indeseables que causan valores elevados de TGA y abreviados de
NAPTT, en tanto las actividades PKKA, FXla y tipo FXla estan enriquecidas en
la segunda parte, donde el contenido de fragmentos, polimeros y oligo/dimeros
de IgG también es mayor. Los valores de ACA no difieren significativamente
en las masas de la primera parte y la segunda parte del eluato. Los resultados
confirman en general los hallazgos del Ejemplo 11.
Ejemplo 13

[0268] Para una evaluacion adicional de los métodos divulgados para

reducir el contenido amidolitico de una composiciéon de inmunoglobulinas, se

condujo otro experimento a gran escala usando un precipitado de la Fraccion |l



como material de partida. Brevemente, el precipitado de la Fraccion Il se
preparé como se describe en el Ejemplo 11, excepto que el material de partida
para este experimento era un precipitado de la Fraccion Il formado a partir de
un plasma de una fuente humana agrupado recolectado en los EE.UU., que se
crio-precipitd y usé para recuperar FEIBA y anti-trombina Il (ATIIl) por
adsorcion. Por lo demas, la cromatografia de intercambio cationico en CM-
Sepharose y el procesamiento corriente abajo se condujo como se describe en
el Ejemplo 11.

[0269] El cromatograma de los pasos de lavado y elucion del intercambio
cationico se muestra en la Figura 5. La linea 1 muestra la absorbancia UV, la
linea 2 la conductividad y la linea 3 el pH a la salida de la columna. La
densidad optica a 280 nm indica una separacion parcial de dos fracciones
durante la elucion de la proteina de la columna ff CM Sepharose. El pH a la
salida de la columna comienza a aumentar justo después del comienzo de la
re-elevacion de la absorbancia de UV durante la elucion. En este punto se
separaron las dos fracciones de eluato (F4 y F5, denominadas E1y E2 en la
presente). El balance de masas para la corrida de purificacion corriente abajo
se muestra en la Tabla 22, Balance de masas para la purificacion a gran escala
de IgG a partir del precipitado de la Fraccion Il

[0270] Tabla 22. Balance de masas para la purificacién a gran escala de

19G a partir del precipitado de la Fraccion Il

| TPUV | Proteinas 'Rendimiento | Rendimiento |

(%) (9) L (%) (g/lde plasma)
Frli dis. 402 12570 100,00 3.09 B
CWSS 231 120,19 9562 2,95 R
CM E1 273 104,01 182,74 2,55 -
CME2 0,85 1820 14,48 0,45

Masade E1 [9,33 9111  [72,49 B24




| o ~ TPUV | Proteinas |Rendimiento| Rendimiento
| o (%) ‘ (@ (%) (g/l de plasma) |
MasadeE2 9,01 16,35 300 040

[0271] Al igual que en el Ejemplo 11, practicamente el 15% de las
proteinas totales se encuentra en la segunda parte del pico de elucion. Esta es
la pérdida de rendimiento debido a la terminacién de la recoleccion de E1
después de 2,7 volumenes de columna. Los recipientes finales preparados a
partir de las dos fracciones de elucion CM (E1 y E2) fueron analizados
nuevamente por la distribucion de tamafo molecular, actividad anti-
complementaria, PKKA, actividad tipo FXla con el sustrato SN13a y con
ensayos TGA, FXla y NAPTT. Los resultados se muestran en la Tabla 23,
Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los dos recipientes
finales y en la Tabla 24, Comparacion de las caracteristicas adicionales de los
dos recipientes finales.

Tabla 23. Comparacion de la distribucion del tamafio molecular de los

dos recipientes finales. -

| 0 T e S
HPLC Polimeros ‘ oille Monémeros ‘ Fragmentos
' 4

Masa de E1 067% 5, 29 %  9403% |
Masa de E2 648% 892% 8374 % 086%

Tabla 24. Comparacién de las caracteristicas adicionales de los dos

recipientes finales.

PKKA FGA FXla __—AF ___SN13a |NAPTT |
PKKA % de plasma b (FXI de
‘ Uiml  normal - FXiang/mi /a_ - FXla mUiml [ ma)
Masa de_, oo s3 0080 44 123 > 10 mg
E1 | i 1 |
Ezasa 98546 ‘148 17 1,652 60 o >10mg |

[0272] La caracterizacion bioquimica de las masas finales confirmo los

resultados de los Ejemplos 11 y 12. La primera parte de la elucion (E1) esta
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esencialmente libre de FXla y de otras proteinas indeseables que causan
valores elevados de TGA y abreviado de NAPTT, en tanto las actividades FXla
y amidolitica estan enriquecidas en la segunda parte (E2), donde el contenido
de fragmentos, polimeros y oligo/dimeros también es mayor aun cuando la
separacion de la suspension A se efectua por filtracion. Notablemente, el valor
de ACA en la masa estabilizada de la primera parte del eluato es nuevamente
menor que en la masa de la segunda parte del eluato.

[0273] Tomados conjuntamente, los resultados provistos en los ejemplos
anteriores demuestran que la divisién del eluato de una columna ff CM
Sepharose en dos fracciones permite la elaboracién de una composicion de
inmunoglobulinas sustancialmente libre de actividades procoagulantes. Esto se
cumple para fuentes variables de plasma (UE y EE.UU.) y esquemas variables
de procesamiento corriente arriba.

[0274] Las perdidas de producto determinadas para las preparaciones
de inmunoglobulinas descritas en los Ejemplos 11 a 13 son mayores que las
observadas en los Ejemplos 1 a 10. En los Ejemplos 11 a 13, la division del
pico de eluato después de 2,7 volumenes de columna da como resultado una
peérdida de aproximadamente un 15% de las proteinas totales. Dado que el
cambio de pH del eluato tuvo lugar posteriormente en los Ejemplos 11-15, un
corte de elucidbn en un momento posterior deberia mejorar el rendimiento
global, sin comprometer significativamente la separacion de actividades
procoagulantes.

[0275] Los datos que se mostraron previamente demuestran que la
division de un eluato de una cromatografia de intercambio catidnico constituye

un método robusto para la produccion de composiciones de inmunoglobulinas
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con actividades procoagulantes sustancialmente reducidas.

[0276] Se comprendera que los ejemplos vy las formas de realizacion que
se describen en la presente se proveen solamente con fines ilustrativos, y que,
a la luz de dichos ejemplos y formas de formas de realizacion, los especialistas
en la técnica podran sugerir diversas modificaciones y cambios, los cuales
quedaran incluidos dentro del espiritu y el alcance de esta solicitud, en funcién
de las reivindicaciones adjuntas. Todas las publicaciones, las patentes y las
solicitudes de patentes que se citan en la presente se incorporan en la presente

en su totalidad y para todo propésito a modo de referencia.

’
7
S,



1

REIVINDICACIONES

1 Un método para reducir el contenido del Factor XI (FXI) y/o del
Factor Xla (FXla) en una composicién de inmunoglobulinas derivada de
plasma, CARACTERIZADO PORQUE dicho método comprende los pasos de:

(a) proveer una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y FXI y/o FXla;

(b) poner la composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma en
contacto con una resina de intercambio catidnico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucion que comprende un
pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/ecm para unir las
inmunoglobulinas IgG y por lo menos una fraccion de FXI y/o FXla a la resina
de intercambio catiénico;

(c) eluir las inmunoglobulinas I1gG de la resina de intercambio catidnico
poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto con una solucién
amortiguadora de elucion que comprende un pH de por lo menos 7,5 y una
conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un eluato que comprende
una porcion de cabeza y una porcion de estabilizacion; y

(d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
porcion de estabilizacion del eluato,

en donde la porcion de cabeza del eluato no comprende mas que un
80% del eluato.

2: El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la
solucion amortiguadora de elucion comprende una conductividad de por lo
menos 20 mS/cm.

3 El método de la reivindicacion 1 & 2, CARACTERIZADO

/C‘E,



PORQUE la solucién amortiguadora de elucion comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm.

4, El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende un paso de lavado de la
resina de intercambio cationico que contiene las inmunoglobulinas y FXI y/o
FXla unidos a la misma con una solucion amortiguadora de lavado que
comprende un pH no mayor que 6,0 y una conductividad menor que 11 mS/cm
antes de eluir las inmunoglobulinas de la resina de intercambio cationico en el
paso (c).

8 El metodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, CARACTERIZADO PORQUE la resina de intercambio catiénico es una
resina de intercambio cationico débil.

6. El método de la reivindicacion 5, CARACTERIZADO PORQUE la
resina de intercambio cationico débil es una resina de intercambio catidnico de
carboximetilo.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, CARACTERIZADO PORQUE la solucién amortiguadora de elucién
comprende un pH de entre 7,5y 8,5.

8. El método de la reivindicacion 7, CARACTERIZADO PORQUE la
solucion amortiguadora de elucion comprende un pH de 8,0 + 0,2.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8, CARACTERIZADO PORQUE Ia solucion amortiguadora de elucion
comprende cloruro de sodio entre 200 y 300 mM.

10.  El método de la reivindicacion 9, CARACTERIZADO PORQUE la

solucion amortiguadora de elucion comprende cloruro de sodio entre 240 y 260

L
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mM.

11.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10, CARACTERIZADO PORQUE la solucion amortiguadora de elucion
comprende glicina entre 100 mM y 300 mM.

12.  El método de la reivindicacion 11, CARACTERIZADO PORQUE
la solucién amortiguadora de elucién comprende glicina entre 175 mM y 225
mM.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, CARACTERIZADO PORQUE la porcion de cabeza del eluato consiste en
no mas que un 70% del eluato.

14.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 7.0 separadamente de eluato con un
pH de mas de 7,0.

15.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 6,5 separadamente de eluato con un
pH de mas de 6,5.

16.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 6,0 separadamente de eluato con un

pH de mas de 6,0.
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17.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 5,5 separadamente de eluato con un
pH de mas de 5,5.

18.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 5,0 separadamente de eluato con un
pH de mas de 5,0.

19.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
18, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcién de estabilizacién del eluato comprende
monitorear el pH del eluato.

20. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
19, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porciéon de cabeza
del eluato comprende los subpasos de:

(i) monitorear la densidad optica del eluato a 280 nm (DOxgg);

(i) comenzar la recoleccién cuando la DOgo del eluato se eleva por
encima de un primer umbral de DO;gy de por lo menos 50 mAU; y

(i) terminar la recoleccion cuando la DOsg del eluato cae por debajo de
un segundo umbral de DOzgp no menor que 500 mAU.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 20,
CARACTERIZADO PORQUE el segundo umbral de DOzgy no es menor que 1
AU.
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22. EI' meétodo de acuerdo con la reivindicacion 20,
CARACTERIZADO PORQUE el segundo umbral de DO, no es menor que 2
AU.

23.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a
22, CARACTERIZADO PORQUE la solucion amortiguadora de lavado
comprende un pH de entre 5,0y 6,0.

24.  El método de la reivindicacion 23, CARACTERIZADO PORQUE
la solucion amortiguadora de lavado comprende un pH de 5,5 + 0,2.

25. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
24, CARACTERIZADO PORQUE menos que un 50% del FXI y/o del FXla
unidos a la resina de intercambio cationico en el paso (b) esta presente en la
porcion de cabeza del eluato recolectado en el paso (d).

26. El metodo de la reivindicacion 25, CARACTERIZADO PORQUE
menos que un 25% del FXI y/o del FXla unidos a la resina de intercambio
cationico en el paso (b) estd presente en la porcion de cabeza del eluato
recolectado en el paso (d).

27.  El método de la reivindicacion 25, CARACTERIZADO PORQUE
menos que un 10% del FXI y/o del FXla unidos a la resina de intercambio
catidnico en el paso (b) estd presente en la porcidn de cabeza del eluato
recolectado en el paso (d).

28. El método de la reivindicacion 25 ¢ 27, CARACTERIZADO
PORQUE la cantidad de FXI y/o FXla se determina mediante un ensayo de
actividad amidolitica usando un sustrato especifico de FXla.

29. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

28, CARACTERIZADO PORQUE la composicién de inmunoglobulinas derivada

7S c
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de plasma provista en el paso (a) es un precipitado de la fraccion de plasma en
suspension seleccionado del grupo que consiste en un precipitado de la
Fraccion |, un precipitado de la Fraccion I+[I+lll, un precipitado de la Fraccion
lI+111, la Fraccion V-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B
de Kistler-Nitschmann y un precipitado modificado de los mismos.

30. El método de la reivindicacion 29, CARACTERIZADO PORQUE
la composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma provista en el paso (a)
es un precipitado de la Fraccién Il en suspension.

31.  Un método para reducir la actividad anti-complemento (ACA) en
una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma, CARACTERIZADO
PORQUE dicho método comprende los pasos de:

(a) proveer una composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma
que comprende inmunoglobulinas IgG y una primera cantidad de ACA;

(b) poner la composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma en
contacto con una resina de intercambio catiénico dispuesta en una columna de
cromatografia bajo las condiciones de una primera solucion que comprende un
pH no mayor que 6,0 y una conductividad no mayor que 11 mS/cm para unir las
inmunoglobulinas IgG y por lo menos una fraccion de la primera cantidad de
ACA a la resina de intercambio cationico:;

(c) eluir las inmunoglobulinas IgG de la resina de intercambio cationico
poniendo la resina de intercambio catiénico en contacto con una solucion
amortiguadora de elucion que comprende un pH de por lo menos 7,5 y una
conductividad de por lo menos 15 mS/cm para formar un eluato que comprende
una porcion de cabeza y una porcion de estabilizacion; y

(d) recolectar la porcion de cabeza del eluato separadamente de la
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porcidn de estabilizacion del eluato,

en donde la porcion de cabeza del eluato no comprende mas que un
80% del eluato.

32.  El método de la reivindicacion 31, CARACTERIZADO PORQUE
la solucion amortiguadora de elucién comprende una conductividad de por lo
menos 20 mS/cm.

33. El meétodo de la reivindicacion 31 ¢ 32, CARACTERIZADO
PORQUE la soluciéon amortiguadora de elucién comprende una conductividad
de por lo menos 25 mS/cm.

34. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
33, CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende un paso de lavado de la
resina de intercambio catidnico que contiene las inmunoglobulinas y ACA
unidas a la misma con una solucion amortiguadora de lavado que comprende
un pH no mayor que 6,0 y una conductividad menor que 11 mS/cm antes de
eluir las inmunoglobulinas de la resina de intercambio catiénico en el paso (c).

35.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
34, CARACTERIZADO PORQUE la resina de intercambio cationico es una
resina de intercambio cationico débil.

36. El método de la reivindicacion 35, CARACTERIZADO PORQUE
la resina de intercambio catiénico débil es una resina de intercambio catiénico
de carboximetilo.

37. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
36, CARACTERIZADO PORQUE la solucién amortiguadora de elucion
comprende un pH de entre 7,5y 8,5.

38. El metodo de la reivindicacion 37, CARACTERIZADO PORQUE
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la solucion amortiguadora de elucion comprende un pH de 8,0 + 0,2.

39. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
38, CARACTERIZADO PORQUE la solucién amortiguadora de elucion
comprende cloruro de sodio entre 200 y 300 mM.

40.  El método de la reivindicacion 39, CARACTERIZADO PORQUE
la solucion amortiguadora de elucion comprende cloruro de sodio entre 240 y
260 mM.

41.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
40, CARACTERIZADO PORQUE la solucién amortiguadora de elucién
comprende glicina entre 100 mM y 300 mM.

42.  El método de la reivindicacion 41, CARACTERIZADO PORQUE
la solucion amortiguadora de elucién comprende glicina entre 175 mM y 225
mM.

43. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
42, CARACTERIZADO PORQUE la porcion de cabeza del eluato consiste en
no mas que un 70% del eluato.

44.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
43, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 7,0 separadamente de eluato con un
pH de mas de 7,0.

45. El metodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
43, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende

recolectar eluato con un pH no mayor que 6,5 separadamente de eluato con un
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pH de mas de 6,5.

46. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
43, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacién del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 6,0 separadamente de eluato con un
pH de mas de 6,0.

47.  El metodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
43, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcidn de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 5,5 separadamente de eluato con un
pH de mas de 5,5.

48. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
43, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato separadamente de la porcion de estabilizacion del eluato comprende
recolectar eluato con un pH no mayor que 5,0 separadamente de eluato con un
pH de mas de 5,0.

49.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
48, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcién de cabeza
del eluato separadamente de la porcidn de estabilizaciéon del eluato comprende
monitorear el pH del eluato.

90.  El metodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
49, CARACTERIZADO PORQUE el paso de recolectar la porcion de cabeza
del eluato comprende los subpasos de:

(1) monitorear la densidad oOptica del eluato a 280 nm (DOagg):

(i) comenzar la recoleccion cuando la DOsgo del eluato se eleva por



165.

encima de un primer umbral de DO5go de por lo menos 50 mAU; y

(iii) terminar la recoleccion cuando la DOy del eluato cae por debajo de
un segundo umbral de DOgp no menor que 500 mAU.

91.  El método de acuerdo con la reivindicacion 50,
CARACTERIZADO PORQUE el segundo umbral de DO3g0 no es menor que 1
AU.

52. El método de acuerdo con la reivindicacién 50,
CARACTERIZADO PORQUE el segundo umbral de DO2gy no es menor que 2
AU.

53.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 34 a
52, CARACTERIZADO PORQUE la solucién amortiguadora de lavado
comprende un pH de entre 5,0y 6,0.

54.  El método de la reivindicacion 53, CARACTERIZADO PORQUE
la solucion amortiguadora de lavado comprende un pH de 5,5 + 0,2.

25.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
24, CARACTERIZADO PORQUE la concentracion de ACA, con relacion a la
concentracion de inmunoglobulina IgG, presente en la porcion de cabeza del
eluato recolectado en el paso (d) es menor que la concentracion de ACA, con
relacion a la concentracién de inmunoglobulina IgG, en la composicién de
inmunoglobulinas derivada de plasma provista en el paso (a).

56. El método de la reivindicacion 55, CARACTERIZADO PORQUE
la concentraciéon de ACA, con relacion a la concentraciéon de inmunoglobulina
IgG, presente en la porcion de cabeza del eluato recolectado en el paso (d) es
por lo menos un 25% menor que la concentracion de ACA, con relacion a la

concentracion de inmunoglobulina IgG, en la composicién de inmunoglobulinas
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derivada de plasma provista en el paso (a).

97.  El método de la reivindicacion 55, CARACTERIZADO PORQUE
la concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de inmunoglobulina
IlgG, presente en la porcion de cabeza del eluato recolectado en el paso (d) es
por lo menos un 50% menor que la concentracion de ACA, con relacién a la
concentracion de inmunoglobulina IgG, en la composicion de inmunoglobulinas
derivada de plasma provista en el paso (a).

58.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
57, CARACTERIZADO PORQUE la concentracion de ACA, con relacion a la
concentracion de inmunoglobulina IgG, presente en la porcion de cabeza del
eluato recolectado en el paso (d) es menor que la concentracion de ACA, con
relacion a la concentracion de inmunoglobulina IgG, en la porcion de
estabilizacion del eluato recolectado en el paso (d).

99.  El método de la reivindicacion 58, CARACTERIZADO PORQUE
la concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de inmunoglobulina
IgG, presente en la porcidon de cabeza del eluato recolectado en el paso (d) es
menor que un 50% de la concentracion de ACA, con relacion a la
concentracion de inmunoglobulina IgG, en la porcion de estabilizacion del
eluato recolectado en el paso (d).

60. El método de la reivindicacion 58, CARACTERIZADO PORQUE
la concentracion de ACA, con relacion a la concentracion de inmunoglobulina
IlgG, presente en la porcion de cabeza del eluato recolectado en el paso (d) es
menor que un 25% de la concentracion de ACA, con relacion a la
concentracion de inmunoglobulina IgG, en la porcion de estabilizacion del

eluato recolectado en el paso (d).
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61. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31 a
60, CARACTERIZADO PORQUE la composicién de inmunoglobulinas derivada
de plasma provista en el paso (a) es un precipitado de la fraccion de plasma en
suspension seleccionado del grupo que consiste en un precipitado de la
Fraccion |, un precipitado de la Fraccion I+lI+lll, un precipitado de la Fraccién
lI+11l, la Fraccion IV-1, un precipitado A de Kistler-Nitschmann, un precipitado B
de Kistler-Nitschmann y un precipitado modificado de los mismos.

62. El metodo de la reivindicacion 61, CARACTERIZADO PORQUE
la composicion de inmunoglobulinas derivada de plasma provista en el paso (a)

es un precipitado de la Fraccion Il en suspension.

P.P. BAXTER INTERNATIONAL INC.
P.P. BAXTER HEALTHCARE S A.
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METODO PARA REDUCIR EL POTENCIAL TROMBOEMBOLICO DE UNA
COMPOSICION DE INMUNOGLOBULINA DERIVADA DE PLASMA

RESUMEN

Métodos para reducir la actividad amidolitica y anti-complemento (ACA)
de una composicion de inmunoglobulina a través del uso de cromatografia de
intercambio catiénico. En una forma de realizacion especifica, la invencion
provee métodos para reducir el contenido de Factor X| y/o Factor Xla y/o ACA
en una composicion de inmunoglobulina por recoleccion la porcién principal de
un eluato de intercambio catiénico. La presente invencion también provee una
composicion de inmunoglobulina con niveles reducidos de actividad amidolitica,

Factor Xl y/o Factor Xla y/o ACA.

/))x
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CE LA ESCRITURA NUMERO: LiaF
FECHA: Q4 Marzn/2010

&CTO 0 COMTRATC:
FODER ESRELIAL
OTORGANTES:

CAVELIER AZ0GADLS

LUZ CLEMENCIA TE PAEZ

E—
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YT E.C

DE GESTION

L:LACﬁuDAO]

TERTIFICADO SC 38634

AMPARO QUINTERO ARTURO

SERVICIO PUBLICO ' NOTARIA SEXTA

ATLLAL
190 €00:2000
NTC-I80 80012000

CARRERA S No. 65-31 - PBX: 317 01 800 - FAX: 314 56 41
Correo Electronico: notariaSdebgta@etb.net.co
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ESCRITURA PUBLICA NUMERO: - - 1149/
" ~ = = = MIL CIENTO CUARENTA ‘_’N-.,'E'JE—/—/—~~
FECHA: MARZO /(.‘./U/ATRO C8) msmiZ e i i i
DEL ARO DOS MiL bIEZéG10) -
| NOTARIA SEXTA (6%) DE BOGOTA D.C.-wceommmeee

CLASE DE ACTO: PODER ESPECIAL

RAZON SOCIAL: CAVELIER ABOGADCS NIT : 860.041.367-3

En la ciudad de Bogetad, Distrito Cépi'ial. anie mi. L@ARO QUINTERO ARTURO

Notaric Sexto (8°) ——————— . de éste
Circulo Notarial, se cotorgé la escritura publica que se consigna en los
sl *J}enfes e o TP —— ’
CC_JNSTANC!IA SOBRE COMPARECENCIA Y DECLARACIONES ANTE EL
NOTARIO © - - e mm v e e s ool e

COMPARECIO . : Con minuta (correo eiec4-6nico) comparecio el sefior
CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO, réyor de edad, vecino de esta
ciudad, casado, identificade con Ia cédula de ciudadania No. 19.066.425 de

Begotd, y dijo: ~em cmm o m e

ESTIPULACIONES:

PRIMERA. Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad
denominada éA\!ELIER ABOGADOS, NIT : 860.041.367-3 domiciliada en. |
ia Carrera 4 Nc 72-35, Begotd, Colombia. =~ veccmecc e i oo ':
SEGUNDA: Que BAXTER INTERNATIONAL INC. ,/s/oc:edad constituida y |
existente bajo las leyes del Estado de Delaware. Ejaiados Unidos de |
América, domiciliada en One Baxter Parkway,.Déé.:;?ie[d,»‘ifﬁhois, Egtfados l
Unidos de Ameérica, designé a CAVELIER ABCGADOS como su
representante para la .-_Propledad Industrial en Colcmbia con facultades de
nombrar apoderados tal como consta en la copia auténtica del decumento
de representaciér que se protocoliza. - -« -= = - -~ —-. e -

TERCERA.- Que en su caricier de representanie legal de CAVELIER
ABOGADOS, v en desarrollo de la facultad otorgada por BAXTER 'I
INTERNATIONAL iINC., confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA '

DE PAEZ, T.RP.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania nimero

35.456.344 ds Usaguen, NIDIA OSORIC LOPEZ, TP.A. No.73.366,

PAPEL OE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLD NCOTARIAL . NC TIENE COSTS PARA EL USUARID
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identificada con cédula de ciudadania namero 38.787.682 de Bogots,

OSCAR FERNANDO CORREA BARBQSA, T.P.A. No. 71.027 identificado

con cédula de ciudadania nimero 76.524.634 de Bogotd, EDNA DARMELY
SARMIENTO CHARRY, TPA. 65794 identiicada con cédula de
ciudadania nimero '52.006.265 de Bogotd y JORGE GHAVARRG
A_RIZTIZABAL, T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania

nGmero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de

Bogoté, para que repressnten a la sociedad 2 cuyo nombre aclia, ante
| cueiesqhieré entidades o personas, ejerzan o no jurisdiecién, incluyendo
'as del orden administrativa, contencioso édrﬁ";n"}strati\r'o y Judicial, asf
| como los tribun__afe's 'de-'lar't-mitramento, en todo lo. concerniente z los

siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencion, modelas de

utilidad, disefies industriales, trazado de circuitos “integrades, secretos

industriales; e! registro de marcas de fabrica, colectivas, cefensivas, de
g

servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, ensefas, variedades
’ vegetales, denominaciores de origen e indicaciones de procedencia, su
i renovacién, traspaso, cambio de nombre o dornicilic, cancelasién
| veluntaria; y el registro de licencias de uso de esos de;echcs; b) Las
,l accicnes de competencia desleal, proteccion del censumidor, opesicicnes,

cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accitnr

por infraccidn, concesidén de lizencias, la proteccién de secreios

industriales y de nombres de dominio junto con su administracién y page;
acciones populares, de tutzla y de cumplimiento; y en general los precesos
. civiles, . penales, -administrativos o contencioso-adminisiratives, de

concil'racién, -arbitramento, tutela relacionades con ' estos derechas;

acciones y procesos que Promovamos o se nos promuevan. CUARTA.-

Que los apoderados designados estan facultados en fodos los asuntos

arriba determinadeos para sustituir este mandato, transigir, conciliar,
|. arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar
| ¥ ratificar los actos de agentes oficiosos. QUINTA- Que protocotliza con la
| presente escritura, un certificado expedido por la Cdmara de Comercio de
‘ Bogota, que acredita la constitucion Y personeria de la sociedad

| CAVELIER ABOGADOS, iguaimente protocoliza copia autenticada del
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{Convention de La Haye du 5 Octobxze

ERRDING

has been signed by

acting in the capacity of NOTARY YUBLIC, MCHENRY COUNTY

bears the seal/stamp of &§TLTE OF ILLINCIS

Certified
DECEMBER 14, 2009

cxetary of State, Stste of Illinois

by the S

JESSE WHITE '

SECRETARY OF STATE
STATE OF ILLINOIE




CAVELIER
ABOGALOCS

EDNFICIO 5134
CARRERA 4x N' 7234 !
BOGCTA 8= COLCUELL

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo {posotros), 2bajo Eomado (5) /1 {we), the undersigned

BAXTER INTERNATIONAL INC.

domtcliade
en/GE

® One Baxter Parkway, D=erfi=zlé, Illinois, USA

Por el opresente  gombmamos. a  CAVELIER
ABCGADOS, sodedid colectiva  consthida: 'de
conformidad coa las leyes de la Repriblica de Colombiz,
medizate Escdrwa Poblica No, 6233 ddd 10 de
septiembre de 1974, otorgada eo la Notaris Sexts del
Circule de Bogotd, domicliada ea Begow D.C., coz
maxieuls mercandl No. 00820237 v NIT 860041357-3,
domiciliade en la Carrera 42 N° 7235, Bogotd,
Colombiz, como nuestr zepresentante en todos 0§
asuotos de Propledad Industdal, con facultad paza
1ecibir ~ouficiciones 7 aombrar apoderados judiciales o
exmrajudidales. '

CAVELTER ABCGADOS tmbicn podri
repzesentarcos, con S misrmas  facultsdes | asmiba
indicadas, acte cu;.lcsg..:m eotidades O . personds,
ejerzin 0 no ]L::smccon, autordades administativas o
‘ursdicdonales, tobucalss de arbittamento, en asenros
de nateraleza oivil, comercial, pemal, constmciopal,
competencia, competencia  desleal,  admimistrativa,
contencioso administrativa, protection del comsumidor,
varedades vegetales, rombrss de daminio, opasiciones
v obterraciones, manceincidn acminisemativa Y ]‘.‘..d.tll.,
avlidad, medidas ceatelares, coneesién de Heendas,
accpnss de wtela, |2 proteceidn de seezstos industmales,
derecho regulatorio 7 ea geastal para qus nos represents
er cunlesquiess accipres ¥ DIOCSIOs QUE PLOMOVAIOS O
s¢ no§ promucYan. ;

La represectante pocrd, ea nuestro pornbre, designar
spoderados para actiae anth aurosdades administeativas
¥ judidales, por via- exmijudical y también
procesalments en huesto aombre, como demandanies,
como Gcmn¢dos \come, Lus;c::.somﬂco:ro Agentes
"ft:osos, como terceros, por lamamicnto e gamantia o
como ICteryiniedies ‘zd »xd;dmd’u:q Dr_-mo dt cita
“attosizacidn, la sepresenmare’ pa&"\ Emﬂm_ 3 los

sodemdos gue olla designs para® Tadsigis, conciliar,

© CAVELIER ABOGADOS

Do hewhy appoint CAVELIER ABOGADOS, a
pencral fu:n-'m.ip ozganized nazer e faws of the
Republic of Colombia b" means of Public Decd 7\0.
6233 of September 10, .“"-1 granted 2 Notazy Sivth o
the Bogon Circuig domicited in, Bogcz D.C, v:l-h
Merzantile Regseraton No., 00820237 and Taxpayer
Ideatificaton Number 8600413G7-3, domicled at
Carrera 42 N® 72-33, Bogom, Celoctbiz, 28 our
zepreseanative for =il Industdal Property matterss with
Tacalty o receive notid ications and zppoint atmorneys in
and ot of Court.

CAVELIER A:JOGA.DDQ may 2lso represent ws, with

. the same faculties stated '.‘DC'E'C, pefore any codtes of

persons, with or without jurisdiction, adrmnistrative or
junisdictional anthorties, cours of arbimation, in &vil,
commerdal, criminal, construticnal, compettion, unfaic
competiien, admisistradve, administrzrive conteatious,
conpsumer protection, plant vadedes, domain names,
oppesidon o bs:rvr:r_on maters, adminictrative and
Court cancelladon, zullity, precaudonary measuces,
icensing, actor for wit macdamus, protecton of wade
secrets, regulatory law and e generd sepresear us in agy
zctions and suits institured by us or against vs.

The represeqtative may, iz owr came, designate
attommeys to act befose adminismatve and judicil
authogtes, through our-of-coutt chapaels, asd aiso
procedurally in our bame as plainuff, defendant, jeint
litgart, pepresentative withour powet of amormey, third
patty, when rummozed o ‘appear in coust or a3
intervenss ad éxciudendum. Usder this awtbodzadon,
fie representasve may smpower the attorneys 2ppointed
thereby to compromise, concliate, admit the facts 6f the
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admicr los bechos del proceso, desistir, cancelaz, recibir,
cesupeiat 7o gustinuie ¢l poder que e le otogue. A
mismo, a represeatante tendri la faculed para revocar
el poder sl otoggado & ¢l momerto que considers
perfizente. La represeamate ca tedo caso podsi radScar
las actes de ageates oficoses.

case, desist, cancel, ceceive, resipn and Substmuté the =,
power of attoraey grnted therete. Likewise, the
sepresentadve chall have the faculty of revoling the
powes of sxomey thus granced at any fme ic may deem -
convzaient. The represantative may in ANy case tatify the

acts of represectatives withous a power of attomey,

=

Dado v Brmado hoy/Givea aad signed thig - {f ey ¥ mﬁé@ﬁ m?

=/ia Deerfield, Tllinois, USA
Por/by James Smith
Firma/Sigaanuce, (\ ‘ )
= \ YV &
|I1|
Nota E v Note:
PARA SOCIEDADES

El documazto de Representcidn deberd ser firmado
por ¢l sopresentante legal dela <ompaiia, Deberd ser
presenado ante Notado Piblico pasa qoe certifique
que !a petsona gue fiana ca guien dice ser, L3 firma
del sefior Notatio deberd ser [egalizedar.

Adiciozalmente debert anexarse copia lepalizgda*
del domumento gue pruebe a1 existencia ¥
fepresentacién legal de la sociedad.

*Lalegaiizacitn poded ser por Aposclla si el pafs del
owergants hace pacie de Iz Cosvencisn de La Haya
del 3 de octubre de 1561 o ame e Cépsul de
Colombia ea caso coatrade, Una sela l=galizaciéa
gus incleye ambos decumentos seefa suSiciente,

PARA PERSONAS NATURALES

El documento de Represeniacién deberd ser Brmado
poz ¢l stosgrante: Ei Notario Publico deberd cortificar
qucla persona que foma cs quicn dice ser.

Posteriormente el documesto ce Represeatacidn
debesd ser legalizada pos Apostilla, & of pafs del
azorgante huce parte de 1z Convencidn de Lo Haya
del 5 de octubze de 1961 o aatc el Céneul de
Colombia en ¢330 contmdo.

© CAVELIER ABOGADOS

OFFICIAL SEAL
sory ARCIA L HARDING.
PUBLIC - STATE OF ILLBXS
MY COMMSIION B@mm«a

At

s NS

oA DE: RGO .0 Ho00TK
TR0 HATARIA: SEXTA.DE- C‘RMD.'!E 5Oe0

- FOR CORPORATIONS
The Representadon document should be signed by
the Legal Representative of the compaay. Iz should
be produckd before 2 Notazy Public, who should
certly that the pemon eiguing the same i3 in fact
#ho be/she pusports to be. The Notagy's signatare
should theq be Jepalized*,

Iz additon & izgd of the docament
proving the existence and legal representation of the
company skould 2155 be autachad.

*Legalization may be made by Aposdlle i the
issuing country is a ‘member of the The Hague
Convendon of Octoher 5, 1961, ez before the
Colombian Consulaze i otherwise. A singls
legalizazion that would inclede both documents
wonld be enfficicat,

FOR INDIVIDTIATS

The Represcntation should he signed by the
grantor. The Notary Public ahould certify chart the
person signdog is who he/she purports w b,

Sebscquently, the Representation document abould
be legalized by Apostille’ss the Lisuing counrey is 3
member ¢f the The Hague Canventicn of October
5, 1961 ez befoze the Colombian Consulate if
otherwise,

. =
Stbscribed and ewom betors ma, this

dey ot VARNE, ST o Newnry P
in1 and for 22 County,
Stave of lizeiy
A I ~ ¢
5 sl ]
. ... [Signature) v
NOTARY RUBLIC.

My Commissicn expiras J&1¢ o5~ Sl



‘CERTIFICACION NOTARTAL (SOCIEDAD)

E) infrescrito Notario Certifica: Que la firma I'q_'.‘.‘s apl.':ir;a_:n.

coctnuacifa del sedoz

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

a1 The mdcm@cd Nc ary certifies: That the following signature of

MrJ amcsfs\mz t { : jj

L/ﬁ}u"j“:. w*"\_)

es avténtica; que el siznatatio desempedia actualmente el cargo

is authcnticx'u: the signatory currently acts in he position of

” Assoziate Generzl Coumsel & Chief IP Counsel
£ la compailia of the company BAXTER INTERNATICNAL INC.

sociedad que actualmants existe v estd organizada de acne_do 2 2 company currenty exising and orgenized under the laws of

las Jeyes de : » Delaware )

que la direceidn de dichs compalin es

¥ que el signatzric tiens fasultad para otorgar este documens:o.

Todos los hechos anteriores Je conslan por hzber exammado
los documertos respectivos y de todo -‘Lo da fe.
Dado ¥ firmado exn

that the address is

America,

acd that the signatory has the power to grant this document
The Notary Public is aware and atrests to the above facts opon
examination of the ccmnd.cz ..acmc“m
Giver and signed iz_7T)CE€/4 Qfo/ C Gsa

oo [ROrCrw ¢ 20IC0
‘

CFFICIAL SEAL
MARCIA L HARDING

. HOTARY PUBLIC - STATE OF ILLINOIS

MY COMMSSION EXPIRES:08/28/10

i C:‘i...\...m' asiEE

nas been signed by ...

.l o

Seal/stamp

{Conventior de La Haye du 5 octobre 1961}

This pl..bhc dectment

3. Tz1f'*.mg in the capacity of ...ocevvinnininene. ORI i e

4 Geersthe seal/stamp of vivicvin i S SR ewis
Cerfified

D8 BB s s s 6.1

ey et a0

APOSTILLE

SRRy 0% 50607k

Subscribed and swom mm,tma,_i_
——— F-)Zumfcr\f ZGC g Notary Pubic
in and for fr\'/ County,
Siata of _J..n’r"“-"

Wm %M
~(Signature)
NOTARY PUSLIC o, ¢ - C
My Commizssion e::.pwe*-,JJ.é:’_._.— 2o

One Baxter Parkway, Deerfield; Ilineis, Uniteé States of

/c)&
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-TRADUCCICN CFICIAL 061/201C DE UN DOCOMENTO EN IDICMA INGLAS
REALIZADAE POR EDUARDO CALRDG:ngdeﬁRA;“ TRADUCTOR QFICIAL
BPROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FESRERO DE 197
EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIE DE COLOMBIR v

EBZHAN“VTE RECISTRADC BNTE EL MINISTERIO O2E RELACIONES

EXTERIORES DE tozéxsza, POR EL CURL BAXTER INTERNATIONAL INC.
COMICILIADA EN ONE BAXTER DPARXWAY, DEERFIZLD, 'ILLINGIS,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA, OTORGA RTPRESENTACISN EN ASUNTCS
RELACICNADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL A CAVELTER ABOGADOS.
DRDO Y FIRMADO EJY 11 DE NOVIEMBRE DE 2009 EN CDEERFIELD,

ILLIONIS, ESTADOS. UNIDCS DEZ AMERICE, POR JBAMES SMITH, FIRMAD

FIRMADO Y JURAMENTADO ANTE MI, HOY 11 DE NOVIZMBRE D= 2028,

NOTARIO PUBLICC PARA =L CONDEID DL LAKEZ, ESTADC DE ILLINOIS.

ﬁﬁﬁiFﬁFﬁﬁ”‘“ T
w&mm@égﬁﬁﬁﬁﬁﬁ}?mﬂ

FISMARDO MRRCIA L. HAR *RDING, NOTBRIQO PLEBLI

MT M7 TN T
ML CRRGEC VENCE L]

8 DI JUNIOD TE ZOLC

iy

CERTIFICAD NOTlRﬁﬁ’ {SOCIED?

21 infrascrito cercifica ‘e 3a £
continuacién del sefior J SMITH es au:énticé; éue el
signetaric deéempeﬁa actualmente el cargo.de abogado general

asociade abogads srincipal de proviedad industrial de 1la
X i

cmpafii SRXTER  INTERNATIONAL INC., <una compaiiia gue
actualmente existe ? @std organizada de acuerdsc con las leves
ce Delaware. Que la direccidn de di;ha cempafila es ONE BAXTER
PARKWRY, DEEQFZELD, LLINOTIS, ESTADOS UNIDOS DE AMERICE ¥ ogue

el signataris tiene facultad para .otorgar este docunento.




Todos 1los hechos anterisres le constan cor neber examinade
los documentos respectives y de todo silc da fe

Dado ¥y firmado en Deexfield, IL, Estados Unidos de Anérica,
2l 8 de febrerc Ze 2010, SELLD: SELLG OFICIAL, MARCIA 1L

© HARDING, NCTARIO 2ZUBLICO, E=STADC DE ILLINCIS, MI CARGD VENCE

EL 28 DE JUNIC DE 2010,

h4

TADC

ESTADO DE IZLINOIS-SECREIARIA DE EST
" SPRINGTIELD, ILLINOIS
APCSTILLA

{CONVENCION DE LA HPYR DEL 3 DE QCTUBRE DE 15961)

1. PAIS: ESTADOS UNICOS DE AMERICA

b

Zete decumento wplblico ha sideo firmade pox MARCIA L.

3. guien actha en su calidad de WOTARIZ 2PUBLICO, CONDADO DE

4, lleve 81 ssllo/estampilla del EZSTRDO DE ILLINOIS.
CERTIFICARDO
5. Zn Chicago, Illincis 6. el ~4 de diciembre de 2008

7. Por la secretaria de estado del estado de Illiinci

9. Sello/festampilla, SELLO REALZADC EN FORMA DE ISTRELZA DB
COLOR DORADC CON LA ZEYENDA: SSLLO DEL ESTADC.DE ILLINCIS, 26

DE RGOSTO DE 1813.

30. Firma: J=255E WHIT=

e
:
o
o
g3}

CESSE WHITE; SECRETA ESTADC, ZSTADO DE
COLD~13835-841~028-2

S\WBCLO02ZG
zo de Z01C0.
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EN JUNIO DE ESTE ANO SE ELEGIRAN JUNTA DIRECTIVR Y REVISOR FISCAL

DE Ir CAMARA DE COMERCIC DE BCGOTR, IAS INSCRIPCIONES DE

CANDIDATOS DEBEN HACERSE EN 1A PRIMERA \D”IK“Ehn DE MRYO.
FARA INFORMACTION DETALLADA DIRIGIRSE A LA SEDE EFRINCIPAL, QUINTO
PISC, O COMUNICARSE AL SIGUIENTE TELEFONO: 5941000 EXTENSION 2829.

EE

]

*******i*************\ti’****#!’***i*i‘ti*‘k**‘i*‘ki-********t#*xkfi****i****

CERTIFIC2Z0 DE “EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE |
DOCUMENTOS
. CERTIFICA:
NOMERE : CAVELIER ABOGADCS
N.I.T. : 850041367-3
DOMICILIO : BOGOTR D.C.
BETIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITICION : OUE POR ZESCRITURA PUBLICA NO.
SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE

26 DE SEPTIZMERE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021334
CONSTITUYC LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA:

CAVELIER.

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 000100C DE NOTA

CERTIFICA :

I.C. DTEL 10 DE MARZO DE 1983 ', INSCRITA EL “ ' A AR
BAJ0 EL NUMERQ 00130769 DEL LIBRO IX, L& SOCTEDAD \.}_I*’BIC 50
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMC Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADDS )

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.0460 OTCRGADR EN LI NOTRRIN 63,

CE B0OGOTA EI- 1C DE MARZO DE 1L.9g3, INSCRITA XN ESTA CAMARAE DE
COMERCIC 2L 5 DE -ABRIL DE 1.983 BAJD EL NUMERO 130768 DEL YLIBRO
IX, LA SQCIEDAD CaMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMD Y CAVELIER,
DOR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJOD COTRAS R:F“EMAS
CERTIFICA;
CERTIFICA
QUE PCR Z.P.NC, 2.034¢ DE L& NOTARIR 6 DE SANTR DE BOGOTA DEL. 18

DE ABRIL DE 1,985, INSCRITRA.EL 27 DE ABRIL DE l 9“ BRJD .EL MO,

5

537 DEL LIBRO XIIT, L& SOCIZEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE 1A - CIJ—"m

TCAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MONICIPIO DE TABIC | CUNDIL&MQR—-

ca

QUE POR
DEL 1

_.ara

Yo

CERTIFICA:
SCRITTRA PUBLICA NO. 771¢ DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
0 DE OCIUERE -DE 18984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 15€4
AJO EL WO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIQO SU :

(&3] H




ﬂ__RAEHRALEZAFJURiDICAHDE—SOCZEDAILCDMERCIALﬂi_SOCIEDAD_CZV

2008/10/21 00012242

CERTIFICA:
AD MO SE HBLL2 DISUELTZ
4

CERTIFICA:

: : WDAD TENDRA POR OBJETOD -
ACTIGTDnD HROFZSIOWAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE
L2 SQOCIEDAD PODRA& ADQUIRIR,

=T

DURACION

Tl vvri e
CERTIFICH:
REFORMAS : )
ESCRITURAS KO. FECHA NOTARIRA INSCRIPCION
B&2 10-v-1,377 18. BTA. 27-V-1.977-NC. 46.204
2.430 1-VII-1i.580 6L. BTA. 3-IX-1.%80-NO. .89.582
4.824 10-IX-1.930 6A. ETA. 8-X-1.950-N0. 91.251
432 10-II-1.983 6. EBTA. I-ITI-1.983-KO.12%.337
7.710 10-X-1.984 6A. BTA 15-XI-1.984-KC. 1.559
7.305 21-X-1.985 A, ETA " 18-¥I-1.983-NO. 1.506
2.5€7 286-IV-1.987 €. BTA 7-V- 1.987-NO. 2.386
1.278 3-VII-1.987 62. ETA 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 '25- IV-1.988 56A. BTA. 19- Vv -1988-NO. 2,740
5033 21-¥II-1.590 6A. BTA. 10- I - 1931-ND. 3.785
25 3- I -1.991 6B. BTA. 10- I - 1%31-NQ. 3.787
1.608 B-ITI-1.9921 6R. ETA. 14-T77- 1991-NO. 3.EB41
2.155 2-IV~ 1.991 6A. BTA B8-IV - 15%51-NO, 3.8g2
797 7-I1 -1,991 6&. BTA 7- V. -1991-NQ. 3.882
L:738 14-ITT-1.931 §A. BTA T- v -19%1-NG. 3.881
5.886 21-VIII-1.3991 SA. BTA 27-VIII-195% NO. 4.01%
. 8.596 4-XII -1.991 EA. ETA 16-III -1992 NO. 4.430
1.434 1C-T1I -1.%82 3. BTA. 19-III -7532 NO. 4.436
4.208 .8 -VII -1.982 6A. BTA.  15-VII -1992 NO. 4.S552
4.825 16-X1LT ~1.992 fA. BTA. 24-XIT -1992 NO. 42.819
12 5-I - 11.933 & STAFE BTA 13-I - '-1993 NO. 4.850
4.877 L 29-VI ”;1.993 6 STAFE BTA 7-VII -13923 NO. 5.065
5.216 12~x:1 -1.993 & STAFE BTA 16-VITI -1%93 NO. 5.077
ACTA NO.71 ‘2-XIX-- ssv JUNTA DE 50CIOS 29-IX- 19893 NO. 5.174
2.034 _C*LV— 1-993-- 6 STAFE BTA 27— IV —;995 NO. £.937
22T ~IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. €.092
7.594 ..19—KIT~ {535 & STBFE BTA 13- XIT- 1 995 NO. §&,294
575 11~ 4~-1 297 & STAFE BTA 14- II -1.997 NC. 6.873
: CERTIFICA:
REFCRMAS : o = s 3
E.P. XO. FwCHp 3 NCTRSIA CIUDAD FECHA NO.INSC.
0004506 ‘997137/2 *aass BCGOT2A D.C. 1937/09/02 QO00C7115
cop2103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1598/04/21 c0007426
0005326 1598/08/05 D006 BOGGTAE D.C. 1998/08/13 00007544
0005538 1998/08/14 0C06 BOGOTA D.C. 1998/08/27 000D7564
0007760.1998/11/10. 0006 BOGOTA D.C. 1988/11/12 00007544
DCOE?DS 199?/A_f04 0005, BOGOTA D.C. 200C/12/04 00008482
0002034 200?/ 15/30 Qqﬁs BOGOTA D.C. 2003/056/04 DOBE2729
0003785 "2004/07/16 ‘0005 BOGOTA D.C. 2004{3”/28 00coe703
0001422 20u5f09{18 odds'BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
TN DGR TR SE5ES BOGOTA D.C. 2005fosizs ooaﬂcooa
BOGOTAR D.C. 2007/07/24 0001084

HASTE EL

EL EJERCICIO DE LA
ESTE OBJETO
CONTRAER COBLIZARCICNES ¥ CELEBRAR TODA

CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RILACIONADOS Y STUBCORDINADOS AL
MISMC, INCLUSIVE LOS" DE’ BRRENDAMIENTC, EIPOTECR, MUTUC CON O gIN
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INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, AST
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESICNALES
SIN ANIMO DE LUCRO.

. CERTIFICA:
CAPITAL ¥ 3SQCIOS: $10,000.00 DIVIDIDC EN 10,000.00 CUOTAS CON. VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDC AST ’ '
~ SCCIC CAPITALISTA /S)

. 00000BJ02722568

L )
=

ASCCIACION CAVELIER DEL DERECHC N

NO. CUOTAS: B8,800.00 - VALCR: $B,800.00

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNZS JEANNE C.E. 000000CG0131109
NO., CUOTAS: 1,2C0.0C VALOR: $1,200.00

- SOCIC INDUSTRIAL (S}

CHAVARRC JORGE C.C. 060000016209330
NO. CUQTAS: 5.G0C VALOR: 50.00

SURREZ DE PAEYZ L.UZ CLEMENCTIA C.C. 0000C0035456244
NO. CODTAS: 0.C00 VALOR: 802.40

PEﬁﬁ VALENZUELLA DAN:EL C.C. 000020007851E8515
¥O. CTOTAS: 0.0C . VALOR: $0.00

MARIN RUALES GERMAN HOMEBERTO C.C.' 600000079155665
NO. CUCTAS: 0.C0 , VELOR: $0.00

TOTALES

NO. CUOTAS: 10,000.00 . | VALOR: £10,000.00

CERTIFTON:

QUE PCR ESCRITURAS PUBLICAS NQ. 001431 Y 001422 DEL -8 DE MARZO

DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 67 DE ABRIL

DE 2005 EAJO EL NO. 0008913 ¥ (0089317, RESPECTIVAMENTE DEL LTERO
XIII, DE'LAS MIL DCSCIENTAS ( 1200 ) DARTES DS INTERES SOCIZL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES BSTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PRCEIEDAD FIDUCIAEIL A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES DPERSONAS : GERMAREW A XN DB RO OG0T A
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANGE 'éﬁiﬁigﬁﬁ
FRANCC, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, EBLENE bbby SReE
ALEJANDRO CAVELIER FRANCC, BEATRIZ CAVELIE

CAVELIER FRANCO. " E

3 -

CERTIFICA: e
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTENTE LEGE N

A AR T
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA - GauoSguamodtiigy AN E
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA PCR DERECHO. "PROPIO EN EO-LONSEIO

SUFERIOR ¥ EM EL CONSEJO DIRECTIVO ¥ LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO IO ESTIME PERTINENTE: S3IN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES. GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIR. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER

LA REPRESENTACION DE LR SCCIEDZD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERTUTCIO DE _
LAS DELEGACIONS CCNFERIDAS A LOS ORGANOS CRERDCS POR LOS PRESENTES




CRSTATOTES

CERTIFICA:
** NOMERAMIENTOS **
QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE $OCIOS DEL 14 DE RGOSTO DE 2008, INSCRITA
EL 24 DZ  SEPTIEMBRE DE 2009 BRJO EL NUMERO 00012200 DEL LIBRC XIII,
FUE (RON) NOMBRADO (§):

"NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE L& ASCCI#CTON CAVELIER DEL DERICHD)
GALLON GIRALDC CARLOS C.C. COD0000L9066425

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 [OE Z0QOTA D.C. DEL
22 DE RGOSTO DE 2005, INSCRITR EL 26 DR AGOSTO DE 2005 BRJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RCN) NOMBRADO {S}:

NOMBRE . IDENTIFICACICN
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICTO
CAVELIZR GAVIRIA GERMAEN C.C. 000000002877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITZLICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 00000000013110C0
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTENTE LEGAL: APARTE DE IAS FACULTADES v
DEBERES QU: DE TIEMPO EN TIEMPO SZ LE ASIGNENX ©DOR EL CONSETC
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES YUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE L&S AUTCRIDADES TE
CUALQUIER ORDEN O NATURATEZA Y ANTE OTRAS PERSCNAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PERA NOVAR, TRANSIGIR, COMPRONETER v
DESISTIR Y PARA coprRgPER EN JUICIOS INCLUSIVE EN AOQOUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE 1& PRﬂPﬁEDAD Dx BIENES INMUEBLES; B} CUMPLIR ¥
HACER CUMPLIR LOS ES“AEUTOa ! REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD: Y C )
CREAR O SUPRIMIR TGODOS - Z0s LM?LEOS QUE. SEAN NECESARIOS D: ACUERDO
CON EL CONSEJO  SUPERIOR , PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTC DE L3
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARICS ¥ NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN . tsEv9EﬁARLos 2SI  COMC  RETIRARLOS ¥
REEMPLAZARLCS CURANDO HAYA LUGAR. CUANDO CURLQUILERR DE 1OS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACTIONES CUTVO
MONTO EXCEDA DE L. SUMR' - EQUIVALENTE 2 CIENTC OCHENTA ( 150 )
SRLARICS MINIMOS MENSUALES, SU CELZBRACION  REQUERIRAZ L&
ZPROBLCION PREVIA DEL CCNSESO SUPERIOR.

! CERTIFICA:

*#% REVISOR FISCAL *+
QUS FOR ACTA NO. 0003071 DEL 2 DE SEPTIEMERE DE 1993, INSCRITA EL 25
DE SEPTIEMBRE DE 1992  BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RONY NOMBRADO (S): '

- B TR EEXTA DEE DRG0 D BOGOTAC "IDENTIFICACION
REVTSpESAEEARE R com oo .
RIN R L SEPUAICADE €0 i 50 C.C. 000DO0002B77024
i o ACERT I T I CA:

DE CO 110AD COl EUVESTEBERCIDO 20R LR LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REG LS LRD/Z ey d QUEDAN EN FIRME CTNCO (5) DIAS HABILES
pEs PRI QUINGERO SCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SERN OBJETC DE
RECTRESZRZ AN ' o

i T B

* ok BL PREQENTF CER"IPLCADO NO CONSTITUYE PERMISO DE E R
e FUNCIONAMIENTC EN NINGUN CAS0 * ® *

SENOR EMPRESRRIC, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERICRES A 30.000
SMLMV ¥ TUNA PLANTA DE PERSCNAL DE MENOS DE 200 TRnEhJEDORES, USTED
TIENE DERECHO L RECIBIR UN DESCUENTO EN EI EAGQO DE LOS PARAFISCALES DE
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75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SO EMPRESE, DE 50% EN EL
SEGUNDC ANO ¥ DE 25% EN EI, TERCER nNO LEY 530 DE 2000 ¥ DECRETO 525
DE 9.

EL SECRETARIC DE LA CAMARA DE COMERCIO,

VALOR : § 3,600 .

DE CONFORMIDAD' CON EL DECRETO’ 2150 DE 1895 ¥ LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCI® DE .INDUSTRIA ¥ COMERCIC, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DR NOVIEMERE D= 1986, LA TFIRMA MEOARNICA QUE APARSCE A
CCNTINUACION TIENE.PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTCS LEGALES

/%MM% b
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documento ce reure;’entacfén ctorgado el dia once
(11) de noviembre de 2009 - - — — — _ _ __
por J. SMITH Abogade General de 1a Compaiiia

BAXTER INTERNATIONAL ING - - - — — _ _ _ __

APOSELIE: o wommmmnell S S R s e e e S

Presente el sefior CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO, domiciliado en

Bogots, fdentiﬁcado cemo aparﬂce al ple de su frma y .manife.sté que esta

conforme con el uontnmdo de esia escritura “ucha ----------------
HAS"AAQU LA MINUTA

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION : Leida la presente escritura piblica

por el Compareciente y habiéndcsele hecho las advertencias sobre los

tramites y formatidades de rigor le impartié su aprobac:on Y en censtancia

la firma por an.e mi ef Notario que AUTORIZA, R e
DERECHOS NOTARIALES : RESOLUCION 10301 dei ‘? de diciembre
ano20[}g 542 260, 00{‘-—..——“**?:'1'[': 15,497, C}O/ ------- e

PAPEL NOTARIAL : Esta escritura se extendié en 'as hojas de papei
sellado nimeros ;- 7-700004-347349 1/7-70000 —347332 {~ —_ - -

CARLOS ALBkRTo GALLON GIRALDO
CC.No. {?-éﬁ;éérégisz }%?Luj
Representante iegal CAVELIER ABOGADOS

AMPARO QUINTERO ARTOROY b
NOTARIO SEXTG (6°) DE BOGOTAM

PAPEL D USG SXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO T'ENE CGSTO PARA EL USUARIC

/.
Fon



ES FIEL ELY DECIMA TERCERA COFIA{ FOTOCOPIA ) TOMADA DE LA
ESCRITURA PUBLICANUMERO 1148 DE FECHA 04 DE MARZC DE 2210. COPIA
QUE EXPIDO CON DESTING AL INTERESADD EN 08 HOJAS RUBRICADAS EN SUS
MARG ENES, LA CLUAL CARECE DE NOTA DE REVOCATORIA MODIFICACION O
SUETITUCION, POR TANTD SE PRESUME VIGENTE EL PFODER EN ELLA
COMTENDO. _ Lk

BOGOTAD.C, MARZC 25 DE 2070
RESOLUCION 01 OE 2009

POR LA NOTARIA SEXTADE BOGOTAD.C.

E" 3 L G
BREARDBRGUEZ DIAZ
NOTARTAENCARGADA

o

-
e
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IS0 90012000
NTC<50 90012000

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41
Correo Electréonico: notaria6debgta@etb.net.co
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L 0L0E GRARCAS 1704 2000 -

OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (8°.)
| DEL CIRCULC NOTARIAL DE BOGOTA, D.C.

ACTO: PODER ESPECIAL.
ACTO SIN CUANTIA: $ - 0 -.

En la ciudad de Bogoid, Distrito Capital, Departameanto  de
Cundinamarca, Republica de Colombia, ante mi _ _ _ _ AMPARO QUINTERO ~ ~
AT o svvssmemm wsms 2 Notaria Sexta (6.} - — - - _ - - _ _ _ _ _ _ _

de este Circulo Notarial, se otorgd ia escritura puklica que se consigna

en los siguientes términos; .-

COMPARECENCIA: Con miitita énviada g
sefior CARLOS ALBERTO GALLON:

orreo é_I_éctréQ_ico‘ comparecio e}
GIRALDO, mayor de edad, vecing de
esta ciudad, casado, idepﬁﬁg@do""'Q('J-:r\-ll:_.'.,,_.lg__cégjuia de ciudadania r*.'.'xm.ero
19.066.425 de Begota,yd;jé_'f:. el
ESTIPULACIONES: ——miienme

PRIMERA - Que obra en su- calidad dé'-'"-Represef{iéﬁie Legal de la sociedad

derominaca CAVELIER ABOGADOS doriciliadaén ia Carrera 4 No. 72.35,

P

Bogots, Colombia.

SEGUNDA: Que BAXTER HEALTHéARE S.A., sociedad constituida vy

existente bajo las leyes de Suiza, domiéi'ﬁada en Thurgauerstrasse 130 8152, t
| Glattpark (Opfikon), Suiza, designd a CAVELIER ABOGADOS, como su
representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades de
nombrar apoederados tal como consta en la copia auténtica del documen‘c de

| representacion que se protocoliza.

TERCERA.- Que en su cardcter de Representanie Legal de CAVELIER
ABOGADQS, y en desamollo de ja facultad otorgada por BAXTEE
HEALTHCARE S.A., confiere poder a los abogados OSCAR FERNANDO ANE,
CORREA BARBOSA, TP.A. No. 71.027, ideniificaco con cédula de HEASE

ESTE PAPEL NC TIENE COSTO ALGUNG PARA EL USUARIC




ciudadania ,numero 79.524.634 de Bogota, ROSA MARGARITA

SANTACRUZ, T.PA. No. 4-9.434, identificada con cédula de ciudadania
namero 35:561.9‘11 de Suba (Bogeia, D.E.), , LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania nimero
35.456.344 Ide Usaquen v GERMAN HUMBERTQO MARIN RUALES,
T.P.A. Noc. 64.239, identificado con cédula de ciudadania numero
78.155.655 de Begotd, mayores de edad, vecincs de Bogotd, para que
represenien a la sociedad & cuyo nombre actla, ante cualesquiera entidades o
personas,- gjerzan o no jurisdiccién, incluyende las del orden administrativo,
centencioso administrative v judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en tedo
‘o concerniente z (os siguientes asurtos: a) Obtencion de patehtes de invencidn,
modeios de utilidad, disefios industriaies, frazado de circuitos integrades, secreios
incustriales; ¢! registro de marcas de fébrica, colectivas, defensivas, de servicia, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades vegetales, cenominaciones
de origen e indicaciones de procedencia, su renovacién, traspaso, cambic de nombore
o domicilio, cancelacidn veluntaria; v el registro de licencias de uso de esos derachos;
o} Las acciones de cc-rr.betencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
cancelacion adminisirativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, la tuteie, la preteccion de secrefos industriales y de nombres de dominio
juntc cen su  administracion y page; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencicsg-administrativos, de concilliacién, arbitramento, tuisla

relacionados cor esios derechos; acciones y procesos que promovamos O se nes

promuevan.
CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en iodos los
asuntos arriba determinacdos para sustituir este mandato, iransigir, conciliar,

arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

ratificar los actos de agenies oficiosos.
QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un cerfificado expedide
or la Cémara de Comercio de Bogotd, que acredita la constitucion vy

personeria de la sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza

- copia autenticada del documentc de représentacién otorgado &l dia onze (11)

de Noviembre de dos mil nueve {2.009), por BAXTER HEALTHCARE S.A.,
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGRL C INSCRIPCICON DE

DOCUMENTCS
CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGRDOS '
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BCGOTA D.C.
CERTIFICA;
No: 00820237
. . CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURL PUELICEZ NO. 0006233 DE NOTAR

IA
SEXTA DE  BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMERE DE 1374 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMERE DE 1374 BAJO EL NUMERO 0002123¢ DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO Lx  SCCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.

CERTIFICR :

IQUE POR ESCRITURE PUELICA NO. 0001000 DE NOTARIA -SEXTA DE EBOGOTA

D.C. DEL 1C DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL 5 DE ARRIT, DE 1983
BRJO EL MNUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LL SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELTER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS
CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA FUELICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN L2 NCTBRRIA 6L.
DE BQGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIC EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 13076S% DEL LIBRO
IX, L& SOCIEDAD CEMEIO.SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDCMO ¥ CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABCGRDOS, E INTRODUCO OTRAS REFORMAS.
; : CERTIFICH:
CERTIFICA o

QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE B2OGOTA DEDL 1
DE ABRIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.595 EATO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIIT,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIC DE LA CIT-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIC DE TASIO ( COUNDINAMAR-
A ) i=s

QUE POR ESCRITURZ PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIZ
DEL 1C DE OCTUREE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOYIER

P DOIN‘C[:I‘ET

|

|

|

CERTIFICA: (TOWONOTAR A SEXTAIDEL CIREULS' DE S0GUTA \
o ]

|

|

BAJO EL NO. 1559 TEL LIBRO XIIX, LA SOCIEDAD Cﬁf_ BU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDED -COMERCIAL A SOCE cxh&:ENE. 2010
CERTIFICA:
REFORMAS :
ESCRITURAS NO. FECHE NOTARIZ. ¥ Sl
842 10-V-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204

3.430 1-VII-1.980 6A. BTRh. 3-I¥-1.920-NO. 89.582 ..
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261 ~ %

432 10<II-1.883 6A. BTA. 1-I1IX-1.983-N0.129.337




7.710 10-X-1.984 6A. BTA. 1E-XI-1.984-NO, 1.559

0004506 12397/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
C005326 1598/08/05 000Ss BOGOTA
0005538 1298/08/14 0006 BOGOTA
QG07760 1895/11/10 0006 BOGOTA
¢ 0006709 1597/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
0003788 2004/07/16 0006 BOGOT:
00014322 2005/02/18 0006 BOGOTA 2005/04/07 €0009917
i 0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA . 2005/08/26 ¢0010008
i C00S506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 €0010841
5453 2009/1G/19 Q006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 0C012243
! CERTIFICA:
i VIGENCIAZ: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACICN EASTA EL
: 10 DE SEPTIEMERE DE 2024

.C. 19987/09/02 00007115
1998/04/21 00007426 !

1998/08/13 00007544 1

1928/08/27 00007564

1998/11/12 COO0T7644

2000/12/04 00003481 -

2003/06/04 00882729

2004/07/28 000097032 :

— T-305 TZL1-XSL098ST TEAL BTA. T {iS¥r-{ sEs—NO- 1.906

i 2.567 29-IV-1.987 6A., BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386

. 4.278 3~VII-1.987 6A. ETA. 23-VII-1987 NOQ.215.652

. 2.657 28- IV-1.988 6A. BTA. 18- V -1988-NO. 2,740

- 9.033 21-XTI-1.990 6A. BTA. 10- T - 1SS1-NO. 3.785

: 25 3- I -1.991 6A. BTA. 1C- I - 1S51-NO. 3.787

; 1.608 8-II1-1.991 6A. BTh.  14-TIIT- 1991-XO. 3.841 :

! 2.155 2-IV- 1.991 6. BTA. 8-IV - 1991-K0. 3.8&2 i

: 797 7-II ~1.991 6A. BTA. 7- V  -1991-NO, 3.882 '

i 1.738 14-III-1.991 6A. BTA. 7- ¥ -1991-NO. 3.6881 }
5.886 21-VIIT-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019 |

. 8.596 = 4-XIT -1.951 6A. BTA 16-IIT -1992 NO. 4.430 j

; 1.454 10-III -1.992  6A. BTA. 19-IIT -1992 NO. 4.43¢ ‘

5 4.205 8 -VIT -1.992 6A. BTR. 15-VII -1952 NO. <£.554

! 8.829 16-XII -1.992 6A. BTA. 24-XII ~1992 NO. 4.819 |

: 1z 5-I -1.9%3 € STBFE BTA 12-I -1993 NO. 4,850

| 4.877 29-VI ~1.992 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065 g

) 5.216 12-VII -1.993 & STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077 1

i ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174 '

; 2.02& 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.637

; 2,229  25~IV-1.995 6 STAFE ETA 18-VIII-1.595 KO. 6.092

; 7.594  12-XII-1.995 6 STAFE BTA 1%- XTI-1.995 NO. &.294

i 676  1l- II-1.997 6 STRFE BTA 14- TT -1.997 NO. &.873

| CERTIFICA: :

| REFORMAS:

{ E.P. RO. FECHA NOTARIZ CIUDAD FECHA NC. INSC.

]

I

|

]

ﬂﬁﬁl’l!"ﬁll":ﬁﬁn

L‘JUUUUUUC‘_UU

CERTIFICA:
OBJETO SOCIRL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARRCLIO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD FPODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO, INCLOSTVE LOS,DE RRRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
e TR AAGONCAVIL ¥ COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
g ETENIOR & ONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESICHALES

CERTIFICA:
20,000.00 DIVIDIDG EN 10,000.00 CUOTRAS CON VALOR
il ON&, DISTRIBUIDO AST

)

L. DERECHO N.I.T. 000008001722568
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WO. CUQTRS: 8,800.00 VALOR: $8,800.C0
GAUDEBZRT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 0C00C0CCC01311C0
NO. CUOTAS: 1,200.00 " VALOR: $1,20C.00
-~ SOCIO INDUSTRIAL (S) :
CHAVERRD JORGE C.C, 000000C162058380
NO. CUOTAS: 0.00 VALCR: $0.00
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035455344
NO. CUOTAS: D.0OC VALOR: $0.00
PENA VALENZUELA DANYEL C.C. 000000079518318
NO. CUQTAS: 0.00 VALOR: 3$0.00
MARIN RUALES GERMAN HUMBERTO C.C. (00000CT79155665
WC. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TCTALES
NO. CUOTAS: 10,000.0Q VALOR: $10,000.00
: CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS FPUBLICAS NO. 001431 ¥ 001432 DEL 18 ©DE MARZD

DE 2005 DE LA XNOTARIA 06 DE ECGOTA D.C., INSCRITZ EL 07 DE ABRIL

DE 2€05 BAJO ZL NO. 0008918 ¥ 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIIT, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) DPARTES DE INTERES SCCOTAL
RADYCADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIZR, SEISCIENTAES
{600) PARTES ESTAN GRAVLADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARTA A
FAVOR DE LAS SISUIENTES PERSONLZS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERENESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANC h INES CAVELIER
FRANCO, GUZLLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJRNDRC CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y TUCIA
CAVELIER FRANCO.

CERTIPICA:

REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGXL ES EL DIRECTOR. EL SOCTO
.FUFDADCR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPRRA POR DERECHO PROPICO EV =L COMNSEJC
SUPERICR Y EN EL CONSEJC DIRECTIVO Y LLEVARE L2 REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOQCIEDAD CUANDD IO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACTON ALCUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIRUCTIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GEUDEEERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGC, BN CASO DE
CAVELIER GAVIRIZ. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTANL
LA REPRSSENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALOUT
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A 105 ORGANCS
ESTATUTOS

CERTIFICA:
** NOMBRAMIENTOS *
QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14
EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL N
FGE (ROW} NOMBRADO (8)-: .
NOMSRE IDENTIFICACION -
SIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIRCION CAVELIER DEL-DERECHO)




GALLON GIRALDC CARLCS C.C. CO00000190646425

QUE™ POR"ESCRIIURA PUBLICA NO, 0004818 DE ROTARIA ¢ DE BOGOTE D. ¢~ BEL

5 Faﬂﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁifwf'ﬁwh-
(e

22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 EAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRC XIZII, FUE (RON} NOMBERADG (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO !
CAVELIER GAVIRIL GERMAN C.C. CooOCOC02877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIC
GAUDEBERT DE CRVELIER AGNES JELNNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REFPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN DPOR EL CONSESO
SUPERIOR, ZL DIRECTOR TENDRA LAS SIGULENTES FUNCIONES : A) LA D=
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORTDADES DE
CURLQUIER ORDEN O NMATURALEZR Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURAZLES O
SURIDICARS, CCN FACULTRDES PARZ NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR ¥ PARR COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE =N ' ARQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBRLES; B) COMPLIR v
HACER COUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR EARA EL BUEN FUNCIONAMIZNTO DE T2
SCCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS ¥ NOMBRAR IAS
PERSONAS C(CUE DEBAN DESEMPENARLOS, LSI CCMC  RETIRARIOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYR LGGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA B OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A . CIENTO OCHENTA ( 180 )
SRLARIOS MINIMOS MENSUALES, SU  CELEBRACION REQUERIRA  I&
APROBACION PEEVIA DEL COKSEJC SUBERTOR.

CERTIFICA:
** REVISOR FISCAL +#*
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTTEMBRE DE 1983, INSCRITA EL 20
DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO C0C0S175 DEL LIERO FIIT, FUE
(RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICECION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFCNSO C.C. 900000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA T.EY 562 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRC AQUI CERTIFICADCS OQUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABTLES

¥ 2 E INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN ORJETC DE
CRERNATIVA.

3 HE . AR
BOGOTAD £; REPUALICK DE COLOMERA

ZERRTIFICADO NO CONSTITUYE PHERMISO TE * e
CIONAMIENTO EN NINGUN CASO * %

T,
e T VAMARA DE COMERCILO,

(U S #%@f****r*****i*********k**kk*i******w****ﬁ**i******
*t****itt**i************ﬁt**W*i&**wit***&1iiri**i**i*****#*t***é*i*
i***kii*fi*i****i**i*i*l*****************t********f****i**********i**x
****w*i***i*t****r*i**#iﬂii**i*+**+t**t*i**i******w+**i**w~t*****+w*k*
*****iii**?1t*i***f***ﬁh&*******f**t*i*******+********r***i*ti***iit**
t******1***k*it*****t*:ﬁti****k**t*****i***********ii*ii****w***t*i**i
**i*i*f*i*i******i*19**1**************:*****ti**i*rt***i***i*i&****r**

i+*it**i**************1*****i***w***********r*t****i*t*t****i*i*f*****
w?*w*i****itwi*****i******tk**#**i*t*******i**w******f**i************i
**+ki*#it**+iw*wi****+*+*****#********r*f*x*&*****tti**f*i*i*****t*v**
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VALCR : & 3,500 :
DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1895 Y LA RUTORTZACTION IMPARTIDE
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMBRCIO, MEDIANTE EL OF=CIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA NMECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGRLES

%g@% Glebe, :

i P P R e, PN

TCOMOHOTARIA SEXTA 02~ -

10,05 RAGS CONSTARQUE LAROTCCIPIA

COH 78k BRIGINAL QUEHE. TENIDG A LA e

BOGOTA DL REPUBLICADE COLOMAK !
}‘ -

in




SPRENGEIELD, IEEINQOIS

APOSTILLE
AROSTILLE

(Convention de La Haye du 5 Octobre

Country: United States of Amer
This public document
has been signed by AIDA BLEXHMAN

acting in the capacity of NOTARY FUB

Chicago, Illinois

NOVEMEER 16, 2009

by the Secretary of State, State of Illineis

~E OO
CCOK COT

JESSE WHITE
SECRETARY OF STATZ
STATE OF ILLINOZ

=
4L

O



CAVELIER

ABOGADOS
ECiFICIO SieX| .
CARERA 4o 3 13-35
RONOTA A~ COLDMEA
REPRESENTACION REPRESENTATION
Yo {nosotres), abajo fmado (5)/1 (we), e mdm.g'ncd
BAXTER HEALTHCARE S.A.

" domiclinds ()

en/of Thuroauerstrasse 130 B152, Gattpark (Opflxon), Switzeriand
Pot o preseate  pombmmos 1 CAVELIER| Do hesby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
ABOGADOS, codedid coloctiva  coasdmida de| peneral bancaship ogunized under the laws of the

conforzidad €og Ias leyes de lz Repdblica de Colombhia,
medizar: Feedmm Piblien No. 6233 dad 190 de
schoembre de 2974, oorgada on la Mowada Sexex del
Circulo de Bopodd, domicilinda o Bogod D.C., con
ctdcnla mescact] Ne, 00820237 v N"I' B60041367-3,
domiclisds ea M Camerm 42 N° 72.35, Bopod,
Colombia, coms oussea rcp'cscat:n.c en todas los
asuntos de ?wm:d..d nduyeial, coo fuculad pasm
secibic uonscmom y nombrar apodemidas judiciales o
=xteajudicizles,

CAVELIER ABOGADOS wmbién podred
coprmnenzang, con las  omismas Soulmdes  arnba
lndieadas, aate cualesquierz entidades o pesosas,
gjerzna o oo judsdicadn, amaeridacdes sdministentivas o
judsdiccionales, thanales de abivamento, oz asuntos
de satuales civil, comerdal, peal, cmau.cr.om..
comzetcach, competoags  deslal,  ademinisectiva

contenciose adeinisminv, proteccida del consumidar, |

vaziedades vegerales, combees de deminio, opasicinnc
u observacioaes, canccaddn administmdva y judical,
colidad, mediday cacielares, concesidn de lierness,
acclpacs do fuiela, |z protrezion de scoretos ndustcates,

dexecho regulawtio y &4 penesal pam qus nos rpeesense |

o c’.._c.qmm accioncs Y p.omas quE promovames o
i€ 0035 promucvan,

La :cpr::scrt:.. tz podcl, = ousiro zombre, desipnac
apodados pam acmar aste antpridades administrativas
v judiciales, por vE onmjudidal 7 tambifn
procemlmante en eussto sombre, como demandantes,
como demandados, oo Lissconsortes, como agentss
eidgsns, como terczros, por famamienlo on gamota o
como intervinicotes ad  exclvdendurmn, Denmo de et
autorzzcin, L represectante vodri feskar 2 log
apodesdes qac efa designe pam tmngigs, condlar,
admidr los hechos del aroceso, desistic, eancelas, cecibic,
L CAVELIER AS0GADOS

Republic of Calombiz by mears of Fublic Desd Na.
4233 of Seprembec 10, 1974, zrant= 1t Noary Sixth of
the Bogom Cucair, domidlad @ Bogem DG, with
Meccantle Replstmdor No. 00820237 and Taxpayer
IdeadBcaton Number 8G0041367-3, ‘domicled a:
Coazern 41 N° 72.35, Bogota, Colombia, a3 ous
teprosenzaive for all Induitdd Propety mamss with
Eaculty to ceceive nonGeations and sppoin: amomaps o
and gut of Cowsn

CAVELIER ABOGADOCS may 140 represent us, with
the same facolries smeed 2bove, before 2ny entdes ar
pezzens, with o¢ withow judsdiction, adsinisauave oz
jubsdienons sudhanbes, courts of arbimmdon, fa cvi,
comuuerdal, edminal, consttional, competition, wnfic
competidon, admisismadye, adminwertve conrendos,
consummcr protection, plane vagzdes, demaia names,
Qupo_lmu or ohservation matters, afoupisttative wnd
Couz aancclladon, millity, procaudonasy measites,
Leensing, activa for wir cundamys, protecton of mde
secrets, zegnluory low and o geaenl sepresert s i aay
actions and yuiry inadtnted by us or egainsg us,

The rcpreseautve may, in owr name, detignme
attameys o act before admioivtradive and jadical
uthedtes, through cut-ofcoust chaands, and also
proceduzally n cur asme a3 plindf, defepdaat, joint
Lagans, represconative without power of acorey, tisd
pury, waen summoped Lo odppexd s cowr o as

intervener ud excludendum. Loder this authodmson,
the represeatative zuy cmpower tae attomeys appainted
t}-m:‘.‘,r 0 £othpTomise, nom:duq., admit the fcts of the
tizute the

case, desisr, cned, reegtve, zezign and subs




renuncizr v sustimiie el poder que sz e otorgee. A
""]Qr‘"h_h ‘ nte teodrd l faculmd pars revocis
¢l poder 2t cworgads en ol mom:te gue considere
portinente. L3 geprescatonte oo todo caso poddd mufica:
‘o8 actos de agentes cficiosos.

power of awomey grnted theorewo Likewise, the
scprescatacve shoil have doe fuculty of sevexing the
power of attaracy thns graneed ac any dme it may deem
coavenient The repeasentative may in agy case mtify the
2cG of representotives without a powse of atomey.

Dhade y fiemado hoy,Given 2nd signed chis

Enfiz  Daarfiald, llEnals

Por/by Jehn W, Comall

Fimny/Signatume
-

J. Cowetl

<A

Nowm:
PARA SOCIEDADES

El documenta de Represontacion debesi ser ficmads
por el representamee lepal de 13 compaiia, avteoticado
ante INomrio Publico y legalizada®™.

ElNotasio deberd certlficne: i) qus la compadifa exdas,
) que ejesee sa objcto sodal; y i) que la pervons que
firma csth sutonzada pam gtorgas vare docameato,

*La lepuliracitn podri ser por Apostilla = ol pals del
arofgante haee parte de la Convenddn de La Haya del
5 de ocrubre de 1961 o ante =l Chosel de Colombiz en
casn contrabo,

PARA PERSONAS NATURALES

El docun de Rep iin debesd sor Semad
por el otorpante: Tl Notaric Fiblico deberd coedficar
que [a persona que firmna o5 quicn dice 1er

TPonred el d de Representacion
deberi ser legalizada por Apoetilla o el pals £d
otorgante hace parte de la Convenciga da Ta Hoya
del 5 de oowbre de 1961 o ante ¢l Chowul de
Celombria en caza contwano.

H

Now;
FOR CORFORATIONS

The Repeesenmnon doactumen: nught te be rigosd by

the legal represenmtive of the eompany, notarzed and
legulized®,

The Motary Public most cemify: i) thar the company
Jepally sints; L) that it is in cxercise of lix eorporats
purpeses; and i) that the pemon who tigna the
Represenmdon documment is anthorized m da so.

* Legaliration may be made by Apostilic if the issulng
country n & membes of the The Hagoe Convention of
Ocuober 5, 1951, or before the Calombian Censulaze 3
athorwise.

FOR INDIVIDUALS
The Represeaiation should be signed by the

goantor. The Nocy Pubbc zhould cetify thar the
persen sigring s who he/she purposts to be.

[

menty, tae Rep ion document should
be legalived by Apostille I the nuing coanty s 2
mernber of the The Hague Canventon of Ocrober
5, 1961 or befere the Colamblzm Consdare if
athorwise,

/
Signed to before me on this /’ day of Wovember, 20083.

e
Am‘ m" o"/‘:lcta:y Public

AICA BLEKHMAN
\ CFFICIAZ SEAL
py Notery Public, Stataof lilinois
My Commission Expiros
Seplember 30, 2070

EER

AR




To Whom It May Concemn,

John W. Cornell is Assistant General Counsel -

Baxter

Opiikon, December 3, 2008

intellectual Property for Baxter

Healthcare Corperation and as such a portion of his responsibilities are to
represent all Baxter entities worldwide regarding IF matters.

it is in this capacity that John W. Comell was given authority, via Power of
Attorney, to sign any and all pertinent documents for the business.

Thank you.

Sincerely,

/
F

ignacio Marinez de Lecea
Sr. Counsel

Baxtor Heakiheare 54

F 0. Box / 8010 Zurich/ Switzeriond
T+a1 44 BTES0 00 F 441 44 E75 6350
www.baxlencom

Mwarajuma P. Lugogo
Comorate Counsel

NQT&E.A SEXTA. D{L \-IEC'JLO DB 33\1-"\ £]




" 'Official Certification

Seen for authentication of reverse side signatures of

Mr. Ignacio MARTINEZ DE LECEA NOAIN, Nationality: Spain, in Zurich,
personally known to us,

Ms. Mwanajuma_Pietrina LUGOGO, Nationality: Great Britain, in Seuzach,
identified by passport,

‘who are entered in the Register of Commerce of the Canton of Zurick: as person with the right to
sign jeintly by two (Ignacio Martinez de Lecea Noain) resp. as perscn with the right to sign jeintly
by two (Mwanajuma Pietring ! Lugogo) for the

Baxter Healthcare SA, corporation with registered head office in Opfikon.

The signature was acknowledged before us by an authorized third party.

The inspection af the commercial register has taken place directly before the official certifeation by
internet inguiry.

Wallisellen, 15th Decembear 2000
BK no. 20782, 20793 NOT T N
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TRADUCCION OFICIAL 010/201) DE UN DOCUMENTO BN IDICMA INGLES

REALIZADA PCR ECUARDO <CALACO YWOGUERA, TRADUCTOR OFICIRL
APROBADC POR RESOLUCICN =41 EL 27 DE FEBRERC DE 1976
EXPEDIDA PCR EL MINISTERIC DE JUSTICIA ©DE COLOMBIA Y

REGISTRADC ANTE EZL MINISTERIO

-
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TERIORES DE CCLOMZIA, POR EL CUAL BAXTER EEALTHCARE S§.A,

,,
0

DOMICILIRDA N THURGRUERSTRASSE 138 8152, GLAITFERK
(OPT'IKCN), EUIZR, OTORGA REPRESENTACION EN ASUNTOS
RELACICNADOS CON PROPIEDAD INDUSTRIAL A CAVELIER ABOGADOCS.

DREO ¥ FIRMADO EN DEERFIELD, ILLINOIS, 2ZCR JCHN W. COERKELIL.

FIRMADO ANTE MI HOY 11 DE NOVIEMBRE DE 2009.

AIDA BLEKHMAN, notario pidblics

SELLO: RIDA BLERHMAN, selle oficial, notario

de Illineis. Mi cargo vence 21 30 de

SPRINGFIELD, ILLINCIS

BPOSTILLA
{CONVENCION OE LA HAYA DEL S DE OCTUZRE DE 18
=
(=~
1. PAIS: ESTADOS UNIDCS DE AMERICA e e
= 3 o
2. Este documente piblico ha sido firmade por AIDRIBEEMHEAN
it
i T
3. guien acta en su calidad de NOTARIC PUBLICO, CONH TOO
= 2
In
4. 1lleva el sello/estampilla del estade de ILLINCIS® =&

CERTIFICRDO

Chicago, Illinois 6. el 16 de qu%'%s%
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8. por el secretario de estado, estade

8. No. CO9TJ20887
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10. BELLY DEL ESTRDO DE ILLINCIS, 25 IE AGOSTO DE 1818

10. PIRMA: CESSE WHITE, SECRETARIO D& ESTADD

3AXTER EERLTHCZRE S&

2.C. BOX/BU10 ZURICH, SUIZm
www.baxter.com

Opfikon, 2 de diciexbre de 2009

A guien corrssponda:

John W. Cornell es el abogado asistente general para

propiedad irntelectual para BRXTER EEATTHCARE CORPORATICN vy en

sy

su calidad de tal, parte de sus respcnsabilidades censisten

€n representar todas las entidades de BAYER en tede el munde

en asuntcs relaclonados con propiedad intelectual.

En 2sta calida a2 JOHN W. CORNELL se le ha

il
=
F
(6]
H
]
o}
fu
8
H
o
&l
"
ol
H
rt
m
o
o
=

cder, para firtar
documentos relacionades con este 1EegOCio.

Gracias

Atentamente,

FIRMADO: IGNACIQ MARTINEZ DI LECEER

A30GARDC PRiNCIPA

FIFMADC: MWANAJUMA ©. LUGOGQO, ABOGADQ EMPRESARIAL

CERTIFICACION OFICIAL

Vista pares la autenticecidén de las Fi-mas
IGNACIO MARTINEZ D= LECER NOAIN, naciocnalil
Zurich, conocido mio perscnalmente
MWANAJUMA PBIETRINZ LUGOGC, naciocnalidad:
Seuzach, identificade con su pasagorte
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Quienes aparecen en el registro de comercio del cantén de
zZurich como ' las perscna oue tienen dereche a firmar
corjurntamente (dos) IGNACIO MARTINZZ DE LECEA NORIN, como la
personz con el dereche & firmer conjuntamente MWANAJUMA
PIZTRINA LUOGCGC & nomore de
3BXTEZR HEALTHCARE SA, sociedad cuye domicilico reglistradc est
gn CPIIXON
La firma fue reconocida ante nosotros per un  tercero
autorizads
La irspeccidén del registro comercial ha s:id realizada
directamente ante laz certificzcién o5ficial mediante una
consulta por internet.
Wallisellen, 15 de diciembre de 2009
BK no. 207%2, 20793
Honoraries. €60 francos suizos.
NOTARIA DE WALLISELLEN
FIRMADO: ROLAND FURRER, NOTARIC PUBLICO SURLEINTE

APOSTILLA

(CONVEWCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTURRE DE 1561

1. PAIS: CONFEDERACION SUIZA, CANTON DE ZURICE

e
L3

ste documento plblico ha side firmado por RCLAND FURRER

3. gquien actda en su calicad de NCTBRIC PUBLIC

(®,
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17 awa 3 - i1lz de TA NOTH WAL TTLEN
4. lleva el sello/estampilla de LA NOTA ?L%agﬁaﬁu LIRE &Itggg
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% CoLOKaln

CERTIFICADD
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5. En 8090, ZURICH. €. el 16 dz dicizmbre de 20C2

7. Por la Cancilleria de Estado del Zantédn de Zu=ich
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* ELMOLDE SRASICAR LTS 25000 -
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AA 49871376

documento que estd debidamente legalizado per
el Notario Piblico del Estado de illinois ...
Presente ei sefior CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bogotd, identificado
como aparece ai pie de su firma y manifests que

esta conforme con el contenide de esta escritura

| puclica.

- HASTA AQUI LAS DECLARACIONES DEL INTERESADO -
"Se advirtio al otorgante de esta escritura de leer la fotatidad de sy
texto, a fin de verificar la exactitud de todos los datos en ella
consignados, con el fin de aclarar, moedificar o caorregir lo periinente
antes de firmarla, la firma de la misma demuestra su aprobacién total:
en consecuencia, la notaria no asume ninguna responsabilidad por

errores o inexaclitudes establecidas con posterioridad a la firma dej

oforgante y de la Notaria. EnﬂtaI caso, estos deben ser corregidos
mediante el otergamiento de u:{a, nueva escritura, suscrita por todos los
que intervinieron en la inicial 'o por el actual titular dei derecho y
sufragados los gastcs por los mismos (ARTICULO 35, DECRETO LEY
BBODE 1070 mnsciasis —_— .

LEIDO, el presente instrumento pablico por el otorgante y advertido de
su Registro dentro del términe legal, dio su asentimiento y en prueba de
ello lo firma junto con fa suscrita Notaria quien en esta forma lo

autoriza.- e e e e e

DERECHOS $.40 860 pn vw Locwmmmman s sim & 2 o o e e e
IVA 16% 880,138 100 i s e RS B SR B S e e ens
El presente instrumento publico se extendid¢ y firmé en las hojas de

papel notarial nimeros: AA 1 42874275 42874276 o - — — - — — — — _ _ _

EZNMENDADG: "140™ SI VALE.

ESTE PAPEL NO TIENZ CCSTO ALGLING PARA EL USUARIC




CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO

= o -
GG, /‘?- bl 4 S0
el 2'letoz

Representante Legal de CAVELIER ABOGADOS

AMPARD QUINTERO ARTURD p
NOTARIA SEXTA (6°.) DE BOGOTA, D.C.

S8RL. 20D GEN, CAVELIER BAXTER/10.-




£ FIEL Y SEITIMG COFTA (FOTOCOPIA) TOMADRSA DE L% ESCRITURA
FUSILECA NUMERLO 140 DE FECHA 18 DE EMERD DS 2010,

COFLA QUE EXPIDT By 11 MOILS RUSRICADAS EN SUS MANRSENES . LA
SJal. CARRECE DE WOTAS ©OE FEVOCATORIA, MODEICSCION 0O
SUSTITRCION, POR TAWNTD SE PRESUME WIGENTE EL FODER £/ ELLA
CONTEM IS .

BOGCTHA, D.C. 10 OF FERRERD DE 2016

RESCLUCICN 01 DE 2008

&

FOR. LA MNOTARIA SEXTAE DE BQEOTS D,




CAVELIER

ABQGADOCS
—— Teléfono; (37-1) 347 3611
. ’ E Telefax: {57-1) 211 88
W\.w:cavchcncgm CARRERA 4 No, 72 - 35 E:?;'.]) 700 43??1
caVeI:ler@cavaI:er.com BOGOTA B, COLOMELA Fax in U.S.A.: {1-305) 381 5860

Seficra Cirectora
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendercia de Industriz y Comercio

Es S, B
Solicitante : BAXTER HEALTHCARE S.3.
Poder conferido =1 : 18/01/2010

Yo, OSCAR CORREA, cbkrande en mi celidad de apcderado principal del
solicitante arriba mencionadc, atentamente manifiesto a Usted v sustituye el

voder gue me he side conferido en la persona de _a doctora LUZ CLEMENCIA DE

[$1]

PAEZ, Abogada con Tarjeta Prcfesional X* 23.355, para continuar con el

trimite de la patente del asunto de la referencia.

o
(a3}

Hage la anterior sustitucién conforme -al articulo cel Cédigo de

Procedimiento Civil.

Seficza Directora,
| O&Cc(,mo

OSCRR CORREA
TuPuRe Wo: TLa02T
C.C. No.792.524.634 de Bogotéd

Acepto:

3 2 D)
ué&lCﬂévy}ﬁnczgaggzégQ;g
IUZ CLEMENCIA DE PAREZ

T.2.A. N. 23.355
C.C. No. '35.456.344 de Usaquén

Colo 13836-B43=-001-8
DVE/vgc

NIT BE80.C41.367-3

S5
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
s

! RECIBO DE CAJA |
Industria y Comercio : I

No. 14 - 0030277

|
|
|
|
||
|
L RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041,367 !

SUPERINTENDOINCIA l ] Bogotd D.C., Marzo 19 de 2014 - 08.18:44
1
| *** Soporte del Pago ***
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 195891286 19/03/2014 18.679.000.00

“** Conceptos Pagados ***

CANT RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO V. CONCEPTQ |
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 515.000.00 515.000.00

$515.000.00

= TIPO PAGQO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQO
|

|

%

|

I

| SON: **QUINIE TOéQUINCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Res;ponsable \

\
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No,

[DUSTRIA Y COMERCIO

A DEIN

S\L\iﬁ\fﬁf\iﬁ\?{ﬁu\\ \\'mn\g\g e |

3 16 79 16 L'E‘P p EADE‘ ,f_\ I._JTJ.Hn_

a ‘_1 Fg'?l:.‘\]-—l::“r"' EolOS 204 l

|
|
|
|
|
|
|
|

CoL2

Sede Centro: Carrera 13 Na. 27 - 00 Pisos 3,4.5y 10 Begota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-940165 Call Center; {571) 6513240

Marzo 19 de 2014 - 08:18 52




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N® de solicitud;
22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad
61/527,974 2011/08/26

(31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

us

(51) Int CI: CO07K 016/006

(71)Solicitante(s) ~ BAXTER INTERNATIONAL INC

Y BAXTER HEALTHCARE S.A.

(72) Inventor(es)  WOLFGANG TESCHNER

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(B5) Fecha limite inicio fase nacional:  2014/03/26

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2012/08/27
No. de solicitud PCT/US2012/052567

(87)

Publicacion internacional
Fecha: 2013/03/07
N°® publicacion: WO 2013/033042 A1

(54) Titulo:
DERIVADA DE PLASMA

METODO PARA REDUCIR EL POTENCIAL TROMBOEMBOLICO DE UNA COMPOSICION DE INMUNOGLOBULINA

Resumen:

Métodos para reducir la actividad amidolitica y anti-
complemento (ACA) de una composicién de inmunoglobulina
a través del uso de cromatografia de intercambio catidnico.
En una forma de realizacion especifica, la invencion provee
métodos para reducir el contenide de Factor X! y/o Factor Xla
ylo ACA en una composicion de inmunoglobulina por
recoleccion la porcion principal de un eluato de intercambio
cationico.  La presente invencion también provee una
composicion de inmunoglobulina con niveles reducides de

actividad amidolitica, Factor XI y/o Factor Xla y/o ACA.

203



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO - f"‘iﬁ‘

|
SR o SE— LRV VN L1 N
| -.r‘UP[_FlI"le’:,NDL_&\JCIA | 700- -00000-000
Fecha ;014_0:.-20 15 29.16 Dep 2020 DIRJ\UEVASCR
TENTE - Tra 11 PATENTEIYI| Eve 278 FASENACIONAL
PATENTE DE INVENCION J MODE!l  Act 411 PRESENTACION  Folos 204 00

| L) ]
Indicacion que se solicita una patente.
|

Datos de Identificacién d&l solicitante o de Ja persona que presenta |z solicitud |
-

escripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

DDuDD

Comprobante de pago de las tasas establecidas s (De ser ¢l caso formato de descuento)
Completa - - i C Incompleta |

3

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT E Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se soliclta una PCT
Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Iniclalmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

HIRRERN

Comprobante de pago de las tasas estab[ecidas'{de ser el caso formate de dese cuento)

Complata ‘Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita Disefo industrial

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del materal que incorpora el

disefio

[ 000

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

ol Completa D © Incompleta D
ESQUEMA DE TRAZADO | | ' (Art, 92 Decision 486/00)
l_ e : d 2 |

Indicacion que se solicita un esquema de trazado

NENEN

Datos de-identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud- '
Representacion gréfica de un esquema de trazado . ‘

‘ Comprabante de page de las tasas establecidas : |

L

mplete w ncompleta [ | : ‘
Completa | ‘ . | ple | .

PI02-F08 (2009-11-18)



