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PATHNIE D& INVENCION

gue por velnte afios se solidta a favor de la firma BAXTEHR
LABORATORLES IHC., de nacionalidad estadounidense , domici-

liada en Morton Grove, Illinois ( Estados Unidos), y que ha

de recaer sobre " PROCEDIMILNIO DE PREPARACTON Di UN CONCEN-

YRADO DEL FACUI'OR ANTIHEMOFILICO ( AHF, Factor VIII) ™.

I T e it e e M e e e R T N A T T e e e e A e e e e M R T T R I e T M e s o I e R T e

Memoriu desceriptiva

Bl registro de la patente de invencidén que se solicita
tiene por objeto garantizar la explotacidn exclusiva en todo
el territorio nacional y éus posesiones de un procedimiento de
preparacidn de un concentrado del factor anbtihemofilico (ALF,

Factor VIII), conforme se describe a -continuucidn.

| POOR
‘1 ' QUALITY
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Bl proceso de la coagulacidn de la_sangre es una ac-
tividad importante, que la sangre completa normal es capaz
de efectuar en circunstancias de tiempo para crevenir una ex—
cesiva pérdida de sangre por heridas abiertas o hemorragias
internas. ks sabido gque la sangre compleba normal contiene
un factor gque se halla auseate, o seriamente deficiente, en
los hemofilicos. fste factor cstd asociado a la fraccidén san-
guinca globulina y ha venido a ser.conocido como factor an-
tihemofilico ( AHF, Factor VIII).

Los cientificos bienen conocimiento acerca del A H ¥
y su funcibn coagulanbte de la séngre desde nhace algln bLienmpo
¥ el tratamiento de la hemofilia, hasta anora, ha consistido,
generalmente, en una bterapia de reemplazamiento, medisnte la
cual, el paciente recibe transfusién de muchos litros de san-
gre completa fresca o de plasma esyccialmente preparado.

&8 sabido, sin ewbargo, que bajo cenaiclones de al-
macenomiento usuales la sangre completa y el plasma liquido
pierden su actividad de AHF en un dia, auroximadamente. Aungue
es posible congelar y almacenar plasma frescu, la actividad
AHF en el plagma congelado tiene una vida relatvivamente cor-
ta: de algunos meses , pPOCO REsS O MENos.

Bs, tambidn, posible disminuir la pérdida de actividad
del MIF durante el almacenamiento ..ediante desecacidn de
plasma recien congelado, pero no ha sido posible, hasta la fe-
cha, saber con certeza‘la fuerza del AHF en este mabterizl de-—
secado ya que la cantidad de AJF en dndividuos norwales do-
nantes del plasma varia aupliamcate, desde alrededor de 50%
hasta alrcdedor de 200% ., en término medio.

Ta terapia convencional de reemplazamiento adolece,
tawbién, de olbras serias desventajas, ya que los hemofilioos

desarrollan frecuenteiente estados alérgicos o refractarios
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cuando se les-trata‘con plasma repetidamente. Ademds, las
grandes cantidades de plasmaﬁnecesitadas por los hemofili—
cos, tienden a causar hiporvolemia o sobrecarga del sistowma
civculatorio. lsta sobrecarga motiva-un esfuerzo en el co-
rgzén que amenaza al péciente‘con deficiencia cardiaca.

Los cientiiiqos'han y:bpuesto, teambién, varios mé-
todos para aislar el AHF o para prepaiar fracciones de plas-
ma ricas en AHF de sangre humena o animal. En la prictica,
estos métodos conqcidos hasta ahora han resultado ser‘de Po-
ca confianza, yuesto que la actividad del AHF de las frac-
ciones tiende a perderse durante la operacidén de aislamicnto.
Bl AHF es una 14bil proteina de indicacién que es dificil de
separar complebamente de las otras proteinas del plasma,
particularmente del fibrigégenb, ¥ el rendimiento de AHUF del
ﬁlasﬁa por estos métodos de la téenica anterior no ha sido
albo. Las potencias AHF de los:preparados anteriores de frac-
ciones de sangre para lu terapia‘hemofiilica, se sabe que son
bajas y el costo del tratamiento es alto.

Obros inconvenieuntes en losg aunbteriores latentos de
alslar el AHT son gue el AHF es prestauente susceplible de
desnaturalizacidén por calow, congelacidén y deshielo, asi

como por conbinuado almacenamiento.

.

Entre los'varios mébodos propuestos hasta ahora vara
el aislamionto de AUF estln Llu cromatografiu, lu wbgoveidn
en lote y la lavigacidn, asi como la precipitacibén sclecti-
va. Varlos de los agenbes precipitantes usados son el eba~
nol, el éter etilico, el sulfato aménico, el citrato fog-
fosbdico, los aminoicidos y los procedimientos de criopre—
cipivacidn. Recienbemente ha sido revelado por iebsbter y

al. el uso clinico de wna fraceidn de plasma completo de

AHPF precipitado en glicina, Amer« J. Med. Sciencesg, Vol,



10

25

30

250, no 6 pp. G43-650 (1965), y los emsayos clinicos de tera-
pia de reemplazaumiento de AHF con una fraccidén de plasma com-
pleto, crioprecipitado por el sistema de bolsa cerrada, comu-

nicados por Pool y“al., New fngland J. Med., vol. 273 n2 27

pag. 1.443-1.447 (1965). Ninguno de los anteriores métodos
sin embargo, ha resultado ser un método completamente prictico
para aislar el AHF,

De acuerdo con la .rescnte invencidin, diferencidndose
de la técnica anterior, se yrovée un método de preparacién de
un AHF estable de alta potencia, que comprende el fracciona-
miento de un concenirado de drioprecipitacién de AHF humana o
animal .

Tal como aqui se emplea, el término "concentrado de
criopreéipitacién de AHF " se refiere al precipitado obtenido
por la congelacidén de plasma sanguineo humaio o animal S 4° ¢
y separado de lo que sobrenada. ms preferible que este con-
centrado de crioprecipitacibén de AHF se obtenga por congelacidn
répida de plasma fresco, pero también puede usarse piasma
almacenado como fuente de material én la prictvica de la pre-
sente invencién. También es greferible llevar a cabo la con-
gelacidn a una temveratura entre unos -20°c y unos -&09 C se-
guida de un lento deshielo hasta unos 4°¢, _

En adicidn a la estabilidad y alta potencia de la acti-
vidad del AHF obtenida por el procedimiento de la oresente
invenéién, el uso del‘concentrado de crioprecipitacidn del
AiF, con preferencia al vplasma completo como waterial de par-
tida, tiéne la ventaja de vermitir la retencidn de otros com- °
ponentes de plasma, tal como alblmina, globulina gamma y Seme-—
jantes que, usualumente, sc destruyen cusndo el plasma completo

se purifica por los mébtodos ya conocidos de preparacidn de
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fracciones AHF, para uso en el tratamiento de la hemofilia.
De acuerdo con la presente invencidn, el concenbrado
de crioprecipitacidn de AHﬁ se fracciona,preferentenente ,
para que rinda un AL estiable de alta potencia, usando medios
gue comurenden una o mis de las slguientes fasesg:
a) precipitacibn con glicina,’
b) precipitvacién con polietileno glicol.
Bn lu fase de precipitacidn de glicina, el concentra~

do de crioprecipitacidn de AHP se vuslve a disolver primcramen-—

19

(o]

v, despuls , est% fraccidén ya disuelta de nuevo se _recini-
ta con una solucidén acuosa de glicina que tenga una ﬁolaridud
de entre aproximadsmente 1,3 y aproximadauenie 1,3, seguida

de la recuyeraciéﬁ\y nueva disolucibn del precipitado.

s recuperacidn del concentrado de crioprecipitacidn
y de la fraccibn de glicina précipitada, para uso en esta
invencién,_puede realizarse, por ejemplo, medimnbe centriiu-
gacién o filtracidén de los respectivos vrecipitados, o por
procedimientos similarcs.

La nueva aisoludién de loé'preci,itados recuperados
puzde efectuarse ca%enténdolos y agiténdolos ea solucidn sali-
na citvratada. tn el caéo de nueva disolucibn dcl concunitrado
de criopreciyitvacibn, se prefiere usar uno solhcién salina ci-
travada de glicina, y aumentar el volumen del conceanirado de
crioprezeipitacién hsasta, aproximadamcnte, una décims sarce del
volumen del vlasma original due represente el concentrado de
crioprecipitvacidn. La fraccidn pf¢cigitada de glicina se vuel-
ve a disolver, preferentemente'con solucidbn salina cliratada,
para aumenbar el volumcn de la fraccidn hasta, aproximadasm.:ube,
una vigésima parte del volumen de plasma que la fraccidn yre-
clpituda de glicina represente.

&g Gawbién preferible purificar cada una de lag rug-

peciivas disoluciones reyeblidas do concenbrado de criopreci-
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pitacidn y de fraccién prebipitada de slicina , wmediante cla—
rificacidn por cenlbrifuiacidén adicional y/o filtracidn, para
eliminar cualqu.er mabteria insoluble.

£l anvedicno fraccionamicento de un concentnado dé
crioprecipitacidn de AHF, medisnle orecipitacidn con glicina,
se ha hallado que proporciona un coucentrado de AHF de altba
potencia que puede sor cunjelado y estabilizado, por ejemvlo
nediante liofilizacidn y mantenido, bajo condiciones ordina--
rias de refrigeracidn, durante periocdos de un auo, o aln més.
largos. La potencia de cada lote de material preparado mediante
el antedicino método de fraccionamiento, pucde determinarse
coﬁ precisidn, de forma que el médico que lo prescriba.pueda
conocer, por primera vez exactamente, que cuntidad de AlF re-
cibe su paciente,

Puesto que el preparado de concensrado AHF, nuevamen-—

te disuelto por el método de fraccionamiento antedicho, tiene

.més de cinco veces la actividad de AHF de un volumen igual

de plasma, se puede dar al hemofilico una cantidad de AHF
guc; de otro modo no vodria tolerar el corazdén. De modo to-
davia més importante, la actividad AuF en el concentrado pre—’
parado como se na indicado arriba estd contenida en menos de
una decimoguinta parte de la canuvidad de proteina presente
en el plasma capaz de proveer una cantidad igual de ;ctividad:
AHF. iste bajo contenido de proteina minimiza la wrobabilidad
de recacciones alérgicas vara el hemofiilico receytor y re-
duce la posibilidad de sobreca.gar el sistema circulatorio.
Otro ejemplo de los medios gue pueden usarse para frac-
cionar el concentrado crioprecipitado de AHF, de acuerdo con

la presenve invencidn, es la przciyitacién con polietileno

glicol. Los polietilenos gﬁicoles son polimeros de alto peso
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molecular que se producen, generaluente, haclendo reaccionar

dxido de etileno con glicol de etileno o agua y Gilenen la siguien

te estructura quimica.,

HO(Q234O)n02H4OH
en la cual "h"'representé el niémero prdmedio de grupos oXieti—
leno. De acuerdo con la‘prespﬁﬁe invencién, los polietilenos
glicoles deben ser no téxicos y pueden estar en una.escala de
preso molecular de ?nos 200 a unos 20.000. Preferentemente, tie-
men pesos moleculares entre unos 400 y unos 6.000 el F.z.G.
4.000,-qué es un producto de polietileno glicol que tieae un
peso proumedio polecular de 4.000, es el producto preferido de
este grupo{

kn la fase de precipitacidn del_pélietileno glicol,
se prefiere usar desde aproximadamente 3% a aproximadamente 4%
de polietileno glicol, al peso, del concentrado nuevamensce
disuelto de AHF con rebencién de Io que sobrenade, seguido
por el emwyleo de ayroximadémente 10% de polietileno gligol al
peso de lo sobrenadado con retencidn del precipitado. kL GLti-
mo preciyitado .se recupera, entonces, y se vuelve a disolver
en solucidén salina citratada.

La fase de precivitacidén de polietileno glicol pusde
taubién ser emyleadé en combinacidn con la fase de precipita-
cién de glicina. Si la fase de precipitacién'de polietileno
glicdl vrecede a la fase de precipitacidn de zlicina, la mo-
laridad de la glicina empleada para la urecipitacidén debe ser
de aproximadamente 1,8,

El preparado de concentrado del AHF mediante las fases
de precivitvacidn sucesivas con glicina y polievileno glicol,

como se hu deserito anteriormenve, puede ser congelado y hecho
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estable, por ejemplo mediante liofilizacién ¥ retenidoy, bajo
condiciones ordinarias de refrigeracidn, duvanbc periodos de
un aiio o mis. Bl coucentrado AuF feconstituido tiene més de
trcinta veces la actividad de AR de un volwien igual de plas-
ma.; ¥y la actividad AIlF de dsie couccatrado uutd contenida en
menos de una centesima de la cantidad de proteina prugsenite en
el vlasma, para unu cauntidad igual de activida& AUE,

&1 conceutrado de criosrcelpitaio de Awt, yue ha si-
do fraccionado medicube procipitacibn de glicina y/o pracipni-
tacién de polietileno glicol, puzde, adends, tratarse mediante
purificacidn con resina de celulosa CCTEOLA. ssva purificacidn
pucde tener lugar, indifereuvenenve, antes des. ués ¢e la
precipitacidn dé slicina y/o polietileno glicol y puede ser
realizada wediaute las bticaicas de columnu o ds lote. £1 con-
centrado purificado mediante este método tiene la ventaja
adicional de qudpuede, también, ser adminisvrado por via in-
tramuscular lo mismo que gor via inGravenosa, mditodos gencral -
wente usados en el caso del concencvrado del Al gus no haya
sido tratado con rcsina. de celulosa sCUSCLA. vl conceabrado
de AdY purificado con resina de celulosa «CrsUlLA se ha halla-
do que estd libre de fibrind:ieno mcdiaute la adicién de trom-
bina y wediunte inmuno-electroforesis.

Tal como agui se eaplea, es término "resina de celu~
loga £CLWOLA" se refiere a una celulosa modificada que contie -
ne sustituyentes basicos aciivos iutroducivos en la molécula
de celulosa pmediante reaccidn, con eniclorhidrina y trieta-
nolamina. Métodos de preparacidn de resinas de celulosa ECTEO-
LA hen sido descritos de manera general por Sober y réterson,
J.Am.Chem. Soc’y., volumen 76, péginas 1.711-12 (1956); idem,
volumen 78 pag. 751-55 (1956) volum=n 78, pag. 756-63% (1956);

¥y Peterson y Sober, Biochem. rrevarabions, v. lumen 8 vag.

4344 (1961).-
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Lias resinas de clulosa ECTEOLA‘pueden obtenerse eun el

comwercio. Sin embargo, se ha hallado deseable tratar inicial-
mente estas resinas repitiendo el ciclo con sosa calstica, an—'
tes de usarlas.en el procedimiento agui definido.

In el procedimiento de pnrificacién con resinas de ce-
lulosa ZCLEOLA, la resina es preferiblemente equilibrads, pri-
me¢ro, con una solucidn condensadora de cloruro que tenga una
cuncentracidn de aproximadsmente 0,8% NaCl y, entonces, verbi-
da en una columna de vidrio cromatogréfico. 1l concentrado AHF
que se desea purificar, se aplica, entonces, a la colunns y
finalwente se lava con una solucidn condensadora de cloruroc gue
tenga una molaridad de aproximadamente 0,5.

Otros métodos de purificacidn de concentrado AUF de la
pregente invencidn resultardn evidentes a las personas exper—
tas en la técuica.

Los siguientes ejemplos ilustran, ademds, la presente
invencidn, sl bien esta Gltima no estd limitada a estos ejemplos
especilficos, que se facilitan a fines ilustrativos y no lluni-
tativos. Todas las partes y los porcentajes que aqui se mencionan
son a bage de peso, salvo que se especifigue otra cosa.

EJﬁﬂkLO 1

‘Un concentrado AR humano eétablé de alta potencia se

prepara mediante fracionamiento sucesivo de plasma sduzuineo

humano, primeramente, mediante crioprecipitacidén y después ue-

diante precipitacidn-de glicina en la forma siguientbe: :
RIACTIVOS

Salina citratads - Una parte de citrato sbédico molar

de 0,1 para cuatro partes al peso de salina al 0,9%%.
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Salina citratada de glicina - A la anbterior salina

citratada se le agrega suiicicabte glicina para formar una
sclucibén molar de 0,1 respectiva de glicina.

Agua de lavado compensada - Aprépucse a agua desti-

lada 1/100 en volumen de¢ cicrato couwensado, que sc elsbora
ajustando citrato sbédico molar 0,5 con &cido c¢itrico molar
0,5 para loglar un pH 6,88.

Acido acético - Prepirense dos soluciones, acuosas:

una normal de 1,0 y otra normal de 0,1

Glicina - rrepdrese una solucidn acuosa molar de 1,3

PrOCEDIET 0

Se recibe plasma sanguineo huvfhono confelado (§4° ¢)
de un centro donante. Kl plasma se pone en ollas Pfaudler y,
mientras se mantiene a una Usuperatura de menos de 400 , Se
centrifuga medlante fluencia constanbte o centrifugacidn de
cubo. #l crioprecipitado resultante se recoge y se retiene
para otro ulterior fracc.onamiento, de acuerdo con la presen-—
te invencibn.

Al crioprecipitado se adiciona glicina citratada,
siendo la camtidad una décimarparte del volumen de plasma gue
representa el crioprecivitado. BSe obblene una disolucidn mez-
clando el crioprecipitado y la salina cicratada de glicina en
un ambiente templado ( temgef”tura de la habitacidn, pero que
no ha de exceder 30° c).

Cuando se na disuelto el crioyoreciitado, puede ser
clarificado, si se desea, ( esto depende de la cantidad de
células rojas y proteina desnaturalizada presente), mediante
otra centrifugacidn y/o filtracidn.

1 erioprecipitado disuelto se ajusta, enbonces, al

pH de 6,88 con &cido acético normal de C,l. Por medios ade-
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cuados (por ejemplo, refrigeraoién 0 uso de baﬁo»de hielo
seco de isopropaﬁol) la solucidbn se enfria a una tempenatura
de entre 6° C y 10° 0. 4 la solucién eufriada se agrega su-
ficiente ilicina para hacer la solucién molar de 1,2 con
respecto a la glicina. Ta wezcla se aglbta suavemente Jduran—
te 45 a 60 minutos a uné téﬁperatura de entre 2° ¢ N 10° ¢
y, entonces, se centrifuga por flueuncia continua o reirige-
racibn de cubo. Elyqeciyitado de glicina resultante se¢ re-
coge y se lava suuvemenie con agua cowpensada a una tempe-
racura de 0° a 4° ¢,

‘ Al_yrecigitado de giiéina ge aprega solucidn salina
cibrabada en una cantidad igual a la vigesiwa parte del vo-
lumen de plasma reproseniado por el precipibtado de glicina.
La disolucién se realiza mezclando el precivitado de¢ glici-
na ¥ la salina civratada en un aabiente tewplado ( Lempe-—
ratura del local, pero que no exceda de 500 C).

Cusndo ¢l precipibtado de glicine estd disuelto, es
preferible clarificar la solucidn por centrifugacibn y/o
filtracibén usando un L£iltro milliporo de 29% mm (membranas
usadas: 1,2 micrones, 0,45 micrones y 0,5 micrones).

Bl producto de plasma sanguineo liguido preparado
de la manera antedicha mediante fraccionamiento sucesivo,
primeramente por crioprecipitacidn y despyuds por precivita-
cibn de glicina, tlene unu concentbracibn de MF de alta o=
tencla. lste producto liguido es, conboances, conjeludo por
congelacién en ciscara (~60° C) v se refnigera en un refri-
gerador reldmpago (-20° ¢ a -30° @) durante, por lo munog,
tres hocas. pl producto congelado pucde, entvonces, coaser-

. . » 0 - > Y 4 '0.
varse bajo condiciones ordinarias de refrigeracion (é 8oC,
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preferentemente entre -20°C ¥ —BOOC), gin odirdido de éu activi-
dad AHF, durante periodos de tieapo de un auno ¥ aln mis 1ar~'
fos. ssbe producvo, cuando sc¢ racunstituye warva su adminisivra-
cidn conbtiene cinco veces la actividad de AHF de un volumen

5 igual de plasma sanguineo normal y estd contenido en solamente
en 1/15 de la cantidad de proteina presenive en el plasma para
igual magnitud de actividad AHF. &l producto reconsiitituido pu e-
de administrarse por via intravenoss a los hemofilicos meaiante.

los medios de transfusidn convencioanl requeridos.

10 B0 SMPTO 2

Se repite el ejem.lo 1 hasta inclusive lu fase de adi-
cidén de salina citratada al precipitado de glicina. £l precipi-
tado nucvamenie disuelto se ajusta a un pH 6,5 con 4cido acévico
15 normal de 1,0. Se agrega a la solucidn volietbileno glicol 4000

para formar P E G concentrado al 3,5% . La .ezcla se agita sua-

veaente a la temperatura del auwbisnte durante diez minutos ¥, en-’

tonces, se centrifuga durante quince minutos a 5.000 rpm. Lo so-

brenadado se decanta y ajusta a pH ©,88 con hidrdxido sddico

. ,

50 normal de 1,0. Se agrega a la s?lucién polietileno gfidol 4,000
adicional para formar una concenbracidn final de P G al 10% .
La nmezcla se agibta suavemente a la teaperatura del ambiente du-
vante 30 miﬂutos'y se centrifuga a 5000 rpm durante media hora.
Lo sobrenadado se decanta y el precivitado se lava en agua fria
25 (2° ¢). Se lleva a cabo un lavado giratofio durante cinco minu-

tos a 5000 revoluciones y a la tem_.eratura de —4°C . Lo sobre-

nadado se decanta y el preci,itado se disuelve en salina citra-

- tada . La solucidn clarificada se filtra usando un filvro Milli-

pore de 293 mm como se ha descrito en el ejemplo 1. Este produc -



10

15

’

-13 -

to liquido finel puede ser congelado mediante congelacidn de
céscara, seguido de almacenamiento en refrigerador reldmpago
durante por lo menos 3 horas y, enbonces, conservarse bajo con-
diciones de refrigeracidn corrienﬁes, para uso ulterior en tera-
pia hemofilica de la misma manera que el producio final del

ejemplo 1.

BJEKMPLO 3
Se replte el ejemplo 2 incluyendo la fase adicional de
purificacién de la fraccidén de AHF con resina de celulosa sCL80-
LA de la manera sigulente.

RusACLTVOS

Hesina de celulosa ECUKOLDA -

" 1. Mézclense 60 gm de NaQH conm 150 ml de H,0
2. Déjese enfriar la mezcla
%. Cologuénse 66 gm de celulosa (polvo'de celulosa
Whatman CF 11) en un vaso picudo y mezclense concien-
zudamente con la solucidn de arriba de NaOH;

4, Déjese la mezcla regosar durante la noche (12 horas).
5. 41 dia sigulenve, prqérese una solucibn de 35 ml de
trietanolamina y 60 ml de epiclorhidrina. Mefclese

bien bajo una caupana.

6. igréguese esta solucibn r&pidaménte a la celulosa de
arriba y mézclese bien. Colbquese el recipiente de
reacqién fuers de la corriente. (1a reaccidn es exo-
térmica y alcanzari ia temperatura de alvededor
100° ¢ . La mezcla tomard color pardo en una a dos
horas).

7. infriese la mezcla a la tem;eratura awbicente bajo

campana .
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8. Agréguense 350 ml de 2 NaCl en wequeiias porcionss
9. Wiltrese euta mezcla a través de un filtro de
vidrio sinterizado, basto.

10. Lavese el preciyitado dos veces con 500 ml de
18 NaOH. (ssto guita la decolorpeién prdinds )

1l. Hagase suspender el preci,itado eir 550 ul de 1N
Hgl en cwmbudo de filtro. Apligucse vacio.

12.kepitase la fase 11 con 250 wl de 1N HaOH.

13. Repibase la fase 11 con 250 ml 1N HC1,

14, lepitage la fagse 11 con 250 ml de LN WaQll

15, Transfiérase el preciitado a un vaso picudo de 3
litros '

16. Agregliese 250 ml de 1N NaOH. Lézclese

17. Afiddase aua deutllada a la mezcla hasta llenar el
vaso picudo; mézclese. Clbrase y pérmitase reuosar
duranve la nocne.

18. Decédntase lo aue sobroneda

19. Agreguése ggue al wrecisitvado hasta llenar el vaso
picudo y mézclese.

20. Lévese la mezcla en el filtro, con agua. (cuatro
litros o mds, hasta tener prueba negativa para 4lcali
con cenolfataleina alcohdlica de 1%) .

2l . Hapase un lavado final con dos porciones de 250 ml
de etanocl absoluto

22. Péngase en pavel de filtro. Amdsesc y extiéndase,
colocdndolo pava secar dursnte la noche.

Compensador de Cloruro

0,8% WaCl ( 8 gu/Li)
0,021 Imidazole (1,36 gm/L)
Ajlhstese el pH a 6,9 con 1N HC1
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Compensador de lavado.-

0,5 M NaCl

0,02H Imidazole (1,36 gm/L)

4ijlstese el pH a 6,9 con 1N HC1

En lugar de la resina de celulosa ECTEOLA, preparaca
como se ha dicho arriba, puede usarse una resina de celulosa
aClu0LA obbenible en el comercio que, primeramente,ﬁ%omeﬁe a
ciclo repetido con WNaOH, por ejemplo, como de la manera si-
guilente. ,

Resina de @elulosa ECT&OLA Gomercial de Ciclo Repetido.-

ye 1. Mézclense 60 gramos de resina de celulosa sCUWEULA con
350 ml de 2M WaCl \
2. Filtrese esta mezcla a través de un filtro de vi-
drio sinterizado, basto. '
5. Livese elprvcipitado dos veces con 500 ml de 1IN WaCH.
4. Livese una vez con 350 ml de 1N HCL
5. Livese una vez con 250 mi de 1N NaCH
6. Lévese una vez con 250 ml de 1il HC1
7, Lévese una vez con 250 ml de 1N NaOH
8. Wransfiérase el precivitado a un vaso picudo de treé
litros y agréguense 250 ul de 1N NaOH; mézclese
9. hgregudse agua destilada a la mezcla hasta llenar
el vaso picudo. Mézclese. Clbrase y déjese reposar du-
rante la noche.
10. Decéntese el liquido; agréguense tres litros de asua
al precipitado; mézclese. Filtrese.
11. Lavese el prucipilbado con agua hasba que la prusba
de Fenolftaleina resulbo noegoativa.
12. Lévese el preci.itado dos veces con 500 ml de LtOII

absoluto
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13, 8équese el crecci.itado, al aire, sobre papel de
filtro.

PROCLSD Lin L0

Cuando el matsrial de partida para la purificacidén

con regina de celulosa ECLEOLA es el concensrado crioprecipitado

de AHF o la fraccidn precivitvada de polietileno gricol de AHF,
la fraccidn AHF se disuelve yrimeramente en compensadov de
cloruro. Cuando el maberial de .artida es la fraccidn uvreci-
pitada de glicina de AHF, la fraccidn de AHY se somete a
dialisls, primeramente, contra el compensador de cloruro du-
rante una hora, para eliminar la glicina, y reducir su fuerza
idnica. La purificacidn de la fraccidn AHF, condensada median-

te técnica de columna con la resina de celulosa SCUEOLA pre-

. parada como se ha dicho arriba, se realiza como sigue:

La resina de celulosa ECLECLA se equilibra durante
la noche (12 horas) en una ¢’mara a 5° C , mediante mezcla
con compensador de ¢l oruro en proposciones de 15 gm de resi-
na para 600 ml de cowuensador. La lecinada de resina resultante
se vierte sobfe una columma de entre 25,4 mn y 38,1 mm de
didmetro y unos 46 cm de alto. Despuds de que el compensador

‘
haya descendido al nivel de la resina, la froccidn de AUl se
ajusta a dos y medio ml por minubo vy la canbidad de fraccidn
de AHF aplicada a una sola columna es de entre 1000 y 2500
unidades de AHF. (Una unidad de AHF es igual a la actvividad
de AHF: en un cc de plasma sanguineo humeno normal) . Después
de que el AHF ha sido aplicado a la columna, se emplea un la-
vado de 200 a 500 ml de compensador de cloruro a través de la
resina. Cuando el compensador de cloruro desciende al nivel
de la resina, el compensador de luvado se aplica a la columnsa.

Lo lavado se recoge en porciones  de 10 ml y se analiza

para el fibrindgeno de proveina y rara la acwvividad AHF.
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Las porciones lavadas que tienen actividad AHF més
activa se retienen y se estabilizaﬁ mediaﬁte la adicidn de
1% de alblmina. La solucidén estabilizada sefiltra entounces,
usando un filtro Milliporo de 293 ml como en el ejemplo 1.
Un filtro de plata del mismo tamafloc puede ser usado también
en lugar del filbro Milliporo. kste producto liguido final
pucde, entonces, congelarse medianbte ¢ ongelacidn de cas-~
carilla seguido de almacenamicnto en un congelador reldmpugo
durante, al menos,: tres horas y, entonces, se censerva bajo
condiciones ordinurias de refiigeracién de modo igual al del
producto final del e jemplo 1.

?uede idearse varias modificaciones y adaplbaciones
en la progente invencidn, después de hsber leido las ante-
rioves especificucioncs y las relvindicaciones finales, por
wersonas peritas ewn la materia, sin desbordar por ¢llo el
espiritu y alcance de la invencidén. Todas las variaciones
v wodificaciones tales quedan incluidas en el marco de la
invencidn tal couv se Gefine en lag reivindicaciones sigulen-
tes.

oA D RelVINDLICACLONES

Be reivindica como yroplo y nuevo a favor de la

firima BAXYWER LABORATORLLS IHC4, dowiciliada en orton Gro-
2, ILllinois (#E.UU.) lo especificado en las siguicutes sei-
viandicsclones:

PRIMAEA .- Procedimiento de preparacidn de un concentrado del

factor antihemofilico denominado AHF, caracterizado en gue com-

prende la mejora consisteute en el fracclosauwiento de un coi=-

gentrado de crloprecipitudo do AT,
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S il o~ Prooedimientorgsgaq la roivindicacidn primera, carac-
verinado en gue el coacentrado de AR Losée alba potencia N
estabilidad obbenida wedaiunte el cuncenurado de criogrecigitudé
de AHF.

LounCuild o~ Frocedimicnto sepin la reivinicucida .rimera, carac-
terizado ein que dicho fraccionamiento cow .reide pracivitacidn cor
una solucidn acuosa de glicing que tiene una molaridad de apro-

xi.iacauwcnte 1,3 a ajroximadamcnee 1,8, seguida de rocuperacidn

" del precipitado.

CUARLA .~  Procedimienvo segin la reivincicecidn primsra, ca-
racterizado en que el fraccionaom.ento cuuvrende Gos sucesivas
precipitaciones con polietileno glicol aue posde un peso molecu~
lar de entre unos 200 y unos 20.000; la vrimera usando entre

a rozimedamente 3% y aproximadamente 4 Je polietileno glicol,

al peso, del concentrado de cricprucipitado de AHF, seguldo de

aproximudamonte 10% de polictileno glicol al veso de lo sobrena-—
dado, seguido de recuseracidn del procipitado resultante.
GULNIA .~ Procedimiento segin la rcivindicacidn cuurta, carac-

;
terizado en que el polietileno glicol tiene un peso molecular
promedio de, aproximudamenﬁe; 4000,
SEXTA .~ Procedimiento segin la reivindicacién cuarta, carac-
terizado en que incluye la fase adicional de purificecidn con

.

resina de celulosa ECUIwOLA.

SEPLLMA o -~ Erocedimienté segin la reivindicacidén primera, carac—
terizadaren que el fraccionamicnto coumvrende las fases sucesivas
de precipitacibén y recuperacidén citgzdas en la reivindicacién
cuartva, seguidas de las fases de .roci.itacién y recuperacidn

citadas en la reivindicacidn tercera, en las cuales la solucibn

acuosa de glicina tilene una molaridad de aproximadamente 1,8.

.
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OCTAVA .~ Procedimiento segin la reivindicacidn séptima, carac-—
terizado en que.el\polietileno‘glicol tiene un peso molecular

)]
promedio de aproximadamente 4000.
NOVuslh .~  Procedimiento seglin la reivindicacidn séptima, carac-
terizado en que cumprende la fase adicional de purificacidn
con resina de celulosa ECTEOLA.
DECIMA .~ Procedimienito segln la reivindicacifn primera, carac-
terizado en que el fraccionamiento comprende/?zses de preci-
pitacidn y recuyefacién mencionadas en la relvindicacidn

tercera,seguidas de las sucesivas fases de precipitacibén y

recuperacibén mencionadas en la reivindicacién cuarta.

UNDECIMA .= Procedimiento segln la reivindicacibén décima, ca-

racterizado en que el polietietileﬁo glicol tiene un peso mo-

lecular promedio de , aproximadamente, 4000.

DUODECTHA o~ Procedimiento segin la reivindicacidn décima

caracterizado en gue cumprende la fase adicional de purifi-
cacibn con resina de celulosa ECTEOLA,

DECIMATSRO A o= "' PROCEDIMIENTO DE PREPARACIOW Di UN CUN-

CENTRADO Dol FACTOR AWTIHEMOFITICO (AHF, Factor VIII).

-Tal y como se deja descrito en la memoria .recedente
que congba de diecinuwe hojas foliadas y mecanografiodas
por una sola de sus caras.

Madrid, 2 Mayo 1968

P.A, de Baxber Laborgbories Inc.
Viecbtor. Gil Vega
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