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FUNDAMENTO DE LA TNVENCTON -

Esta invencidn se refiere a la fraccionacidén de san-
gre y mds particularmente a la separacién de una prepara-
cifn del factor IX de coagulacidn de la sansre, a partif
dsiplasma, mediante la adsorcién seclectiva de los facto--

res II, IX y X.

El procedimiento de coagulacifn de la sangre es una
actividad fisiolégica complicada que involucra lag inter~-
accién de numerosas substancias encontradas en la sangre

entera normal. Se sabe que ciertos fachores asocisdag s

con el mecanismo de coagulacifn de la sangre estén aUSEN~-

tes o son seriamente deficientes en ciertos individuos, -
in aquellos pacientes que dufren ée la clésica hemofilia,
es deficiente el factor antihemofilicc & (AHF, Pactor - -
VIII)e En aquellos pacientes afligidos con hemofilisz 3,
falta el componente de tromboplastina del plasma (PT(.- =
Factor IX), de la sangre.
Otro§>varios factores que son imporiantes en el mecarismo
de coagulacién son los factores II, VII y X. Como con -
Jos factores VIIT y IX, estos oltros factores son también
deficientes o estin gusentes en clertos individuos, ILos
factores II, VII y X estén usualmente asociados con el -~
factor IX en la fraccionmacién del plasma ssngufneo en Ai-
versas fracciones, y se ha llegado a conocer un concentra
do de estos cuatro factores, éomo complejo de protrombi~4
na.

En el desarrcllo de programas de formacién de bancos
de sangre modernos que involucran la recoleccién y almace

namiento de grandes cantidades de sangre y de componentes

de la sangre; es critico el establecimiento de sistemas -
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dial ha sido préctica comin recoger la sangre en una solu
cibn de eido citrico, citrato de sodio y dextrosa, cono-
cida como sangre ACD. El problema de conservar la sangre
es'muy simplificado, sin embargo, cuando se reduce a la -
conservacién de diversos componentes de la sangre, ya que
es mis fdcil de satisfacer los requerimientos ambientales
de los componentes separados que de la sangre entera.

Ademds, es un desperdicio y aln perjudicial para el
paciente administrar m4s componentes de la sangre que“}as
que reguiera. Asf, el hemofilico gque necesita ciertos’ -
factores de coagulacibén de la szangre debe recibir ideal~~
mente sdlo los factores requeridos o pdr lo menos un con-
centrado purificado de emtos factores que contenga un ni-
vel reducido de factores no necesarios. :

La fraccionacién de la sangre para obtener factéréé
VIII, IX de coagulacién de la sangre y el>comp1ejo de pro
trombina, es bien conocida. Ia mayor parte de los métpé- _
dos de fraccionacién reqﬁieren la separacidén del factor -
VIIT del plasma u ofro material de partida antes de la se
paracibn del factor IX o el complejo de protrombina. Por
ejeimplo, el factor VIII es a menudo separado primeramente
del plasma como un crioprecipitado o mediante precipita--
cifn con glicina o polietilenglicol como se describe en -
las patentes de EE,UU. 3.631.018 y 3.652,530 y referencias
citedas en las mismas.,

Diversos métodos previos de fraccionagcién de la san-—
gre para la prevaracidén del complejo de pfotrombina inclu

yen el método de adsorcidn por sulfato de bario descrito

por Fowell en la patente de EE.UU. 2.999.791 y el método
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i
de adsorcién de fosfato tricdlcico descrito por Soulier -
Y otros, la Presse Medicale 72, 1223~28 (1964). Tullig -

describe el uso de cambiador de lones de DEAE-celulosa pa
ra la produccﬁén de un complejo de protrombina, New Englend

Journsl of Medicine 273, 667-T74 (1965) mientras que s¢ ==

describe el uso correspondiente de DEAE-Sephadex en la pa
tente de EE.UU. 3.717.708 de Wado y Mozen.. Anderson y — ~
ptros; en la patente de E.U.A. 3.920.625, describen ademis
el uso de DEAE-Sephadex especificamente para la prepara--
cifn de concentrados del factor IX. EL uso de polietilea
glicol para la produccién del complsjo de protrombinajéé

enseflado por Fekete y Shanbrom en las patentes de EE,ﬁﬂa

3:560.475 y 3.682.881, E1 hidréxido de alwminio y otros

materiales de gel similares son también conocidos comos -
fitiles en la concentracién de los factores del complejo -
de protrombina como se ve de la patente de EE,UU., - . =
2,867,567 de Bidwell. '

.6omo se distingue de todos los métodos enteriores, ~
en la presente invencién se separs del plasma wna preparg
cibén del factor IX, de manera gque contenga también los -
factores II y X pero no el factor VII que estid contenide
usualmente en los concenfrados de complejo de protrombping
de la fécnica anterior. Ademis, la preparacién del fac--
tor IX de esta invencién puede separarse ventajosamentg -
del plasma antes de la separacién del factor VIII.

Breve resumen de ls Invencidén

De conformidad con la presente invencidn, se separa
del plasma liquido una preparacién del faector IX que con-
tiene los faetores II, IX y X, con un copolimern de etile

no y anhidrido maleico de polielectrolito reticulado inso

i e WA e AW AeRRpR S RTin f NG S SR e s e 1 e = rm
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- Juble en agud que contiene grupos funcionales de dialcohi

lo inferior-aminoalcohilo inferior pendientes. Mediante

el uso‘del copolimero de polielectrolito a una concentra-
cién relativamente baja, de aproximadamente 0,025% a apro
ximadamente 4,1% en peso del plasma y a un pH de aproxima
damente 7,5 a aproximadamente 8,5, se adsorbe selectivaw
mente una preparacién del factor IX que contiene los fac—
tores II, IX y X, sorprendentemente, por el copolimero de

polielectrolito con la exclusibn substancial de los facto

res VITI y VIII que nc son adsorbidos y permanecen en gl =
]

plasma lfguido.

.81 se desea, la preparacién del factor IX adsorbvidc
puede entonces eluirse del polielectrolito por lavado ;bn
una solveidn acuosa de una sal fisiolégicamente aceptable,
tal come NaCl, por ejemplo, una solucién de éproximadémég
te uno a tres molar de Naci. La elucién se realiza ﬁrefg
riblemente a un pH de aproximadamente 5,5 a aproximadameg
te 6,5, aungue pueden ntilizarse también pH mayores.

Descripeibn detallada de lg Invenciln

Fl plasma de partida utilizade en el método de frac=-
clionacidén de esta invencidn se obtiene generalmente recién
congelado. Este plésma debe sér descongelado antes de la
fraccionacién con el copolimero de polielectrolito, prefe
riblemente por calentamiento a una temperatura de por lo
menos aproximadamente 3500. El copulimerc de polielectro
lito apropiado puede ser despuds mezclado con el plasma a
una concentracibn de aproximadamente 0,025% a aﬁroximadaw
mente 0,1%, y preferiblemente de aproximadamente 0,035% a
aproximadamente 0,05%, y el pH ajustarse a uwna escala de

aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,5. ILa mezcla se
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. agita durante un tiempo adecuado, por ejemplo, por lo me-
noé aprbximadémente'lo minutos, tiempo durante el cual la
preparécidn del factor IX se adsorbe selectivamente por -
medio del coﬁolimero de polielectrelito y el plasma lliqui

do restante se hace deficiente en los Factores II, IX ¥y -
x.‘!'.

En genefal, los copolimeros de polielectrolito reti~
culadbs, insolubles en agua, empleades en esta invencidn,
son copolimeros de etileno y amhidrido maleico que contie
nen grupos funcionales pendientes de dialcohilo inferipfm
~aminoalechile inferior. Por el términc "alcohilo infae-
rior" se quiere dar g entender un grupo alcohilo que -tie-
ne de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 4tomos de ecar
bono. )

El copolimero de base de etileno y gnhidrido mgleico
(EMA) puede prepararse, por ejemplo, haciendo reacciénai
. @tileno y anhidrido maleico en presencié de un catalizg~m

dor de perdxido en un disolvente adecuade. EL copolimero
contendrs preferiblementé cantidades substanciglmente - -
equimolares del residuo de etileno y el residuo de anhi-~
drido.

El copolimero de EMA de base puede hacerse reaccionar
-con wna alcohilo inferior~imino-bis~alcohilo i;feriormami
na que tiene dos grupos de amina primerios y conduce a un
copolimero de EMA reticulado. Los grupos funcionales peﬁ
dientes de dialcohilo inferior-aminoalcohilo inferior de-
seados pueden después incorporarse en el copolimero reti-
culado mediante reaccidén de dialcohilo inferior-zminoal--
cohilo inferior-amina con parte de los grupos anhidridos

restantes del polimero de EMA, o con %odos 108 migmosS. =
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seablemente en la forma de sal de HC1 para proporcionar -
me jores ]caracteristicas de manejo. Pueden obtenerse deta
1lles adicionales sobre la preparacidén de estos copolime—
ros de #olielectrolito, haciendo referencis a la descrip-
eibn dé la patente de EE.UU. 3.554.985, que se incorpora
agquf cémo anterioridad. El uso de estos copolimeros de -
polielectrolito en la fraccionacidn de la sangre se des——
cribe en la patente de EE.UU. 3.555.,001,

Un grupo funcional de dialeohilo inferior-aminoéiﬁdhg
lo inferior preferido es dimetilsminopropilo y un agenﬁg
de reticulacidén preferido es metil-imino-bis-propilarine.

Un copolimero de polielectroiiﬁo preferido para ﬁﬁilg
zarse en esta invencidn contiene aproximadamente cincﬂi;-
grupos de»reticulaciGn de metil-imino-bis-propilamina yiw
aproximadamente noventa grupos funcionales de dimetiismi-
nopropilamina pendientes por cien unidades de anhidrido -
maleico en el copolimerc de EMA.

Otros agentes de retlculacldn, por &jemplo, d1v1n11-
benceno y etilendiamina, y otros grupos funcionales, por
ejemplo, dimetilaminoetilo ¥y dieﬁilaminobutilo, pueden -
también vitilizarse en los copolimeros de polielectrolito
que se emplean en el método pars separar la preparacibn -
del factor IX de la presente invencidu.

Después de la adsorcidn de la preparacién de factor
IX, el factor VIII que queda en la solucién del plasma —-
puede concentrarse adicionalmente y recuperarse por téeni
cag conocidas. La preparascién del factor IX adsorbida --

Puede recuperarse convenientemente por elucién a partir -

del copolimero de polielectrolito por lavado con una solu
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|"¢ibn acuosa de NaCl que tiene una molaridad de aproximada
mente l a aproximadamente 3.

En una realizacién preferida de la invencién, se em~
plea aproximadamente 0,035% en peso del copolfmero de po=-
liélectrolito que contiene gproximadamente cinco grupos -
de reticulacién de metil~imino~bis~propilamina y aproxima
damente 90 grupos de dimetilaminopropilaminsg funcionales
por cien unidades de anhidrido maleico en el copolfmero de
EMA, para lé adsorcién selectiva de la preparacidén del —-
. factor IX a un pH de aproximadamente 8. Ia preparacidn =
del factor IX adsorbida se eluye despubs del copolimery -
de polielectrolito por lavado con NaCl 1,7 molar a ug'fﬁ
de 6. El eluyente puede después dializarse contra Nall -
¢;1 molar a 40 ¥y secarse por congelacifn para almacenamien
bo. . .

Los ejemplos siguientes ilustrarin ademds la inven--—
cién,_aﬁnque se apreciard que la invencidn no estd limita
da a estos ejemplos especificos,

EJEMPLO T ,

En este ejemplo; el copolimerc de volielectrolito —-
consta del producto de reaceibn de partes sustencialmente
equimolares de étileno ¥y anhidrido maleico (EMA) reticula
do com metil-imino-bis-propilamina (MIBPA) ¥ hecho reaccio
nar adicionalmente con dimetilaminopropilamina (DMAPA) de
mgnera que proporcione aproximadamente cinco grupos de xé
ticulacién de MIBPA y aproximadamente 90 grupos pendientes
de DMAPA por cien unidades de amhidrido maleico en el copo
limero de EMA, y se convierte en la forma de sal de HCI.
Un litro de plasms humano normal se agité a un 'pH de 8 -

con NaOH 1 molar y se agregaron al mismo 0,35 g del copo~

~
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4
—1f{mero de polielectrolito anteriormente mencionado, y la

mezcla se aglitd durante 20 minutos. La mezcla se filtré
despuéé y el filtrado se retuvo como un plasma con el fac
tor IX agotado. La torta del filtro se lavé con. agua deg
tilada para separar la protefna arrastrada.

Una preparacibén del factor IX que contiene los facto
res II, IX vy X, se eluyd después del éopolimero de pPOLlivem
electrolito por lavado con 25 mililitros de NaCl 1,7 mo--

lar a un pH de 6,0 (ajustdndose el pH con Acido cftrico ~-

© 0,1 molar) durante 20 mimutos. Ia suspensién de copolime
4 P £

ro se filtrd despuds y el filtrado se retuvye como la nve-
paracién del factor IX desecada. En una serie de siebty we
fraccionacliones duplicadas de uh 1itre usando el procédi—
miento enterior, Se obtuvo un promedio de 483 4 48 unida~
des de faector IX por litro teniendo un fndice de purifica
cién de 178 & 33. Una unidad del factor IX se define co-
mo la cantidad de dicho factor en un mililitro de plasmé
entero normal reunido. Bl Indice de purificagién se¢ oal-
cula como la relacidn de la cantidad de proteina total en
el plasma de partida a la cantidad de proteing total en ~
la preparacién del factor IX final multiplicada por la re
lacién de las unidades del factor IX en la preparacién -
del factor IX final a las unidades de). factor IX en el —-
plasma de partida.
EJENMPLO 2

Utilizando 0,4 mg/ml del copolimero de polielectro~-
lito del Bjemplo 1 para mezclar con plasima humano normal
durante 20 minutos a un pH de 7,4; para separar una prepa
racibn de factor IX como en el ejemplo 1, se midié la ad-

sorcién de los factores iI, vir, vixr, iX y X, con los -~




10

15

20

25

30

02088

s s s A 4
I

" Hojn ntm. 9

- siguientes resultados:

—

Factor : . Por;entaje
[. Adsorbido *
I .83
VII 0
VI 5
IX 95
X 83

con base en la cantidad de plasma de partida. )

Estos resultados muestran una alta selectividad de ~
la adsorcién de los factores II, IX y X con la exclusion
substancial de los factores VII y VIII, con base en lag -
cantidades correspondientes de estos factores en el plas-
ma de pariida.

Se utilizaron anilisis convencionales de wna etapa -
para‘aeterminar los factores de coagulacién en los ejeme
pios anteriores. El sistema de andlisis de unga etapa pa-
ra el factor VIII vendido comercialmente por Dade Division
of. American Hospital Supply Corporatiocn se empled en eS——
tos ejemplos. Este sistema de andlisis estéd basado en el
tiempo de {tromboplastina parcial activada (PM) usado pa-
ra determiner deficiencias en los factores necesarios pa-
ra el método intrinseco de formacién de codgulo. Ia prqé
ba PIT fue ideada por Brinkhous y colaboraderes y notifi-
cada en J. Labe. Clin, Med. 41, 637 (1953). En estos and-

lisis para los diversos factores de coagulacifn, la mues—
tre problema se hizo reaccionar con un reactivo de trom--—

boplastina parcial y se observaron el plasma de substrato
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/
| deficiente en el factor apropiado qie no contenfa el fac-
tor a determinar, y el tlempo para la cozgulacibn, EL ~~
reactivo de tromboplastina parcial contiene cefalina cru-
da obtenida de cerebro de conejo que ge sabe que coagula
el plasma normal m4s rédpido que el plasma hemofilico. Ta
les reactivos son bien ¢onocides y se describen, por ejem
plo, en las patentes de EUA 3¢395.210, 3.486.981 y = =~ -
3.522,;148,
‘ Otros diversos ejemplos serdn evidentes para toda —-—
persons experta en la téenica después de leer la deséiipn
cién de la presente invencidn, sin apartarse del espiritu
y alcance de la invencidén. Deberd entenderse que talez -
ejemplos estdn inelufdos todos dentro del alcance de las

reivindicaciones anexas.

N

N
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REIVINDICACIONES

—

Los puntos de invencién propia ¥ nueva, que se pre-~—
senban para gue sean objeto de ests solicitud de Patente

de Invencién en Espafia, por VEINTE afics, son los que lsg -

| recogen en las reivindicaciones giguientes: .

12,- Un método para separar wna preparacién de fag—~
tor IX a partir de plasma, caracterizado por poner en con
tacto plasme de. sangre llquida a un pH de aproximadaﬁéﬂte
7,5'a aproximadamente 8,5 con aproximadamente 0,025%'a'¥-
aproximadamente 0,1% en peso del plasma de wn copolimero
de etileno y anhidrido maleico, de polielectrolito reticu
lado y scluble en agua, que contiene grupos funcionales,
pendientes de dialcohilo inferior-aminoalcohilo inferior,
con lo cual se adsorben selectivamente los factores II, -
IX y X por medio del copolimero de polielectrolito con ex
clﬁsién substancial de los factores VII y VIII que no son
adsorbidoay permanecen en el plasma lfquido. N

22.~ E1 método de conformidad con la reivindicacidn
1&g, caracterizado porque el grupo funcional de dialcohilo
inferior-aminocalcohilo inferior es dimetilaminopropilo.

38.~ El método de conformidad con la reivindicacién
12, caracterizado porque el copolimero de etileno y anhi-
drido maleico se reticula con metil-imino-bis-propilamim~—

Nae
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- 42.- El método de conformidad con la reivindicacién
lg; caracterizado porque el copolimero de polielectrolito
contienc apro;imadamente cinco grupos de reticulacién de
metilfimino-Qis—propilamina y aproximsdamente 90 grupos -
i .

pendientes dq dimetilaminopropilo por cien grupos de anhi
drido maleic%.

52,-~ Bl método de conformidad con la reivindicacidn
la, caracterizado porque la preparacidén del factor IX ad-
sorbida ze eluye del copolimero de polielectrolito por la
vado con una solucién acuosa de NaCl que tiene una molari
dad de aproximadamente 1 a aproximadamente 3.

68,~ E1 método de conformidad con la reivindicacién
la, caracterizado porgue la concentracién del 00poliméf6
de pﬁlielectrolito es de aproximadamente 0,035% a aproxi-
madamente 0,05% en peso del plasma, y dicho copolimero de
polislectrolito contiene de aproximadamente cinco grupns
de reticulacién de meti1~imino—bis—pr0pilamina ¥ aproiimg
damente 90 grupos pendientes de dimetil-aminopropile per
cieh grupos de arnhidrido maléico. h

72.- "N METODO PARA SEPARAR UNA PREPARACION DE FAC-
TOR IX APAWIR DE PLASMA".

Tgl y como se ha descrito en la Memoria que antecede

¥y para los fines que se han esPecificado.




1 n Este Memoria consta de itrece hojas escritas a miqui~
na por upa sola cara. )
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