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Opis

Niniejszy wynalazek dotyczy sposobu usuwania
wirusdéw obecnych w roztworach fibrynogenu poprzez
nanofiltracje i ponadto dotyczy uzyskanego wspomnianym
sposobem fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego.

Stan techniki

Fibrynogen osoczowy, glikoproteina posiadajaca
mase czasteczkowa wynoszaca 340,000 daltondw, Jjest
czynnikiem krzepniecia, aktywowanym podczas hemostazy
na koncu kaskady krzepniecia. Fibrynogen ten
zaangazowany Jjest w hemostaze pierwotng, w czasie
agregacji ptytek, i  hemostaze wtbdrna, w Cczasie
tworzenia skrzepu fibrynowego.

Fibrynogen Jjako produkt terapeutyczny, ktdérym
jest Dbiatko oczyszczone =z ludzkiego osocza, oproécz
innych zastosowan, stosowany jest do leczenia
substytucyjnego w sytuacjach, w ktdérych wystepuje
niedobér tego biatka oraz jako sktadnik klejow
tkankowych, w hemostazie 1 gojeniu ran, rekonstrukcji
tkanek, kleju biologicznym i jako noé$nik do uwalniania
lekdéw 1 hormonodw.

Do zastosowania komercyjnego fibrynogen wytwarza
sie z ludzkiego osocza od licznych dawcdw (pula, ang.
pool). Pomimo kontroli przeprowadzanych na dawcach 1
oddanej krwi w bankach krwi, Jjednostkach osocza, mini-
pulach 1 pulach przemysiowych do frakcjonowania nie

mozna wyeliminowa¢ mozliwosci zanieczyszczenia wirusami

wystepujacymi we krwi. Z tego powodu do sposobdw
oczyszczania biatek osoczowych wprowadza sie
specyficzne etapy usuwania wirusdw. Ma to ogromne

znaczenie w przypadku tego biatka, ktdére moze byc
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oczyszczane na skale przemysiowg z wykorzystaniem jako
materiatu wyjsciowego krioprecypitatu lub FrI
(pierwsza frakcja) przy uzyciu metody Cohna [Cohn J. et
al.; J Am Chem Soc (19406) 68, 459-475], poniewaz
potencjalnie zawieraja one wieksza i1lo$¢ wirusdw, gdyz
materiatl wyjsciowy zlokalizowany Jjest na poczatku
frakcjonowania osocza 1 ponadto nie wywiera on wpiywu
redukujacego w nastepnym etapie frakcjonowania @z
uzyciem etanolu.

Ze wzgledu na szerokie stosowanie 1 udowodniong
skutecznos$¢ sposrdéd metod zmniejszania  zawartosci
wiruséw, stosowanych w procesach oczyszczania biatek
osoczowych nalezy podkres$lié nastepujace:

- obrdébki cieplne. Potencjalnie zmniejszajag one
efektywnag =zawartos$é¢ wirusdé4w zardé4wno w odniesieniu do
wirusdé4w =z ositonka, Jjak 1 wirusdédw bez ositonki. Ich
skutecznos$é¢ jest bezposrednio zwiazana ze stabilnoécig
termiczna biatka oraz 2z dodawanym stabilizatorem. Z

tego wzgledu wykazuja one wade polegajaca na tym, zZe

czasteczka biatka podlega zrbznicowaniom, ktére
prowadza do powstawania neoantygendéw. [CPMP/Note for
guidance on plasma derived products

(CPMP/BWP/269/95rev. 3) January 20017].

- obroébki przy uzyciu rozpuszczalnikow
organicznych (OSD) . Ze wzgledu na ich wysoka
skutecznos¢ w inaktywacji wirusdw 2z ostonka lipidowg
jest to szeroko stosowana obrdbka, ktdra mozna uwazadl
za referencyjna dla wirusdw innych typdw. Z drugiej
strony nie wywiera ona zadnego wpiywu na wirusy bez
ostonki lipidowe], takie Jjak parwowirus i wirus

zapalenia watroby typu A [Burnouf T. Blood Reviews
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(2000) 14, 94-110; Martinowitz U.Curr. Opin. Hematol
(1996) 3, 395-402].

Z drugiej w obecnych czasach istnieje tendencja
do wlaczania co najmniej dwdch uzupelniajacych sie
etapdéw usuwania wirusodw.

- filtracja roztwordw przez filtry o wielkosci
pordw zdolnej do zatrzymania czastek wirusowych Jjest
metoda, ktéra W ostatnich latach Dbyta szeroko
stosowana. Stanowi ona proces fizyczny, ktdéry, co do
zasady, nie jest w stanie wpilywac¢ na strukture biatek a
jest w stanie skutecznie usuwaé¢ =zawartosé wirusodw, w
zaleznoéci od zastosowanej wielkos$ci pordw. Ta wielkosé
pordéw zalezy W szczegbdblnosci od rozmiaroéw
przestrzennych czasteczki biatka, ktdére ma byé poddane
filtracji (ktére musi przejsé przez filtr). Filtracja
poprzez filtry 20 nm lub mniejsze moze zagwarantowad
znaczaca redukcje ilos$ci matych wirusdé4w bez ostonki,
takich jak wirus zapalenia watroby typu A i parwowirus,
ktére maja wielkos$é pomiedzy 20 a 30 nm. Z drugiej
strony, filtracja poprzez filtry o wiekszej wielkoéci
pordéw (35 nm 1lub wiekszych) nie zagwarantuje
wystarczajacego poziomu bezpieczenstwa wzgledem tych
wiruséw. Trudnos$é tej metody w sposdb oczywisty wydaje
sie by¢ niemozliwa do przezwyciezenia w przypadku gdy
zanikaja réznice wielkos$ci pomiedzy wirusem i biatkiem.
[J. J. Morgenthaler, Vox Sang (2000) 78 (supl. 2), 217-
22117 .

Przemystowe zastosowanie nanofiltracji roztworu
fibrynogenu poprzez filtry 35 nm zostatlo juz opisane,
jednak nie w przypadku filtrdéw o mniejszych rozmiarach.

Ze wzgledu na swoja charakterystyke w zakresie
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wielkosci czasteczkowe] 1 stabilnosci fibrynogen jest
biatkiem, ktdére stwarza problemy przy filtracji, nawet
przy podjeciu prbéby sterylizacji przez filtracje
poprzez filtry o wielkosci pordéw 0,2 um.

W publikacji patentowej nr WO 99/23111 opisywana
jest 1 zastrzegana filtracja roztworu fibrynogenu
poprzez filtr o wielko$ci pordw 35 nm, z dodatkiem
detergentu, ktéry umozliwia te filtracje pozwalajac
jednoczesnie na unikniecie zasadniczej utraty biatka,
ktébra sprawitaby, ze to przemysitowe zastosowanie
bytoby nieprzydatne.

W publikacji patentowe]j nr WO 98/37086
stwierdzono, Ze obecnos$¢é Dbiatek o wysokiej masie

czasteczkowej (wyzszej niz 150 kD), ktdére obejmuija

fibrynogen, utrudnia filtracje mniejszych biatek
poprzez nanofiltry 15 nm. W patencie tym opisywana
jest metoda usuwania biatek o) wysokiej masie

czasteczkowe] (w tym fibrynogenu) w celu umozliwienia
przeprowadzenia nanofiltracji. Zatem nie jest to celem
niniejszego wynalazku, ale przedstawia problem zwiazany
z nanofiltracijg czasteczek o) wysokie] masie
czasteczkowe].

W zgtoszeniu patentowym nr EP 1 161 958 Al
opisano metode inaktywacji wirusow W piynach
biologicznych. W opisanym procesie wielko$¢ pordw
nanofiltra jest uzalezniona od wielkosSci biatka, ktére
ma by¢ poddane filtracji, a przyktady ©pokazuja
filtracje przez filtry 35 nm, przed ktdra przeprowadza
sie chromatografie roztworu, ktdéry ma by¢ poddany
filtracji w celu utatwienia nanofiltracji. Dowodzi to,

ze w przypadku gdy Dbiatko ma znaczaca wielkos¢
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wystepuja trudnosci w przeprowadzaniu nanofiltracji,
nawet poprzez filtry 35 nm.

W zgloszeniu patentowym nr US 2001/0051154 Al
opisano stabilizacje biatek, w tym fibrynogenu, majaca
na celu zabezpieczenie ich przed utrata aktywnosci lub
denaturacja podczas obrdébki majace]j na celu redukcje
zawartosci wirusdw zardwno poprzez pasteryzacje, Jjak i
nanofiltracje. Wymaga to dodania duzej ilosci cukrdéw (=
0,5 g/ml) 1 Jjednego lub wiecej aminokwasu (> 0,5
mol/1l) . Jednakze w tym zgloszeniu nie opisano, ani nie
przedstawiono przyktadéw nanofiltracji fibrynogenu, a
zatem nie mozna wysnué¢ wniosku, ze nanofiltracja
fibrynogenu moze by¢ przeprowadzona poprzez filtry o
wielko$ci pordw mniejszej niz 35 nm.

Do preparowania fibrynogenu, jako sktadnika
klejéw  tkankowych, ktébre w  obecnych czasach sa
komercyjnie dostepne [M. R. Jackson, The American
Journal of Surgery (2001) 182, 1S-7S], wykorzystywane
sa metody redukcji =zawartosci wirusdw, polegajace
gtdéwnie na obrdébkach termicznych i obrébkach przy
uzyciu OSD. Nanofiltracja nie wydaje sie by¢ metoda z
wyboru, prawdopodobnie 2z powodu faktu, ze filtracja
poprzez filtry 35 nm (lub o wiekszej wielkos$ci pordw)
nie Jjest skuteczna w przypadku matych wirusdw, ktdre
nie zostaty usuniete przy uzyciu OSD 1lub obrdébki

cieplnej.

Podsumowanie wynalazku
Niniejszy wynalazek umozliwia filtracje roztworu
fibrynogenu poprzez filtry o nominalnej wielkosSci pordw

mniejszej niz 35 nm w warunkach obejmujacych czas
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obrébki, obszar filtracji 1 odzysk Dbiatka, ktére

pozwalaja na je] przemysitowe zastosowanie w wytwarzaniu

0CZysSzCzonego fibrynogenu Jako produktu
terapeutycznego. Filtracje te osiaga sie ©poprzez
wczesdniejsze zamrazanie i rozmrazanie roztworu

oczyszczonego fibrynogenu w kontrolowanych warunkach.
Twodrcy niniejszego wynalazku nieoczekiwanie
stwierdzili, ©poprzez to kontrolowane zamrazanie 1
rozmrazanie, ze nierozpuszczalny, zagregowany 1ub
czeéciowo zdenaturowany material ulega precypitacji, co
w praktyce uniemozliwia filtracje roztworu poprzez pory
o wielkosci mniejszej niz 35 nm. Oddzielenie materiaitu,
ktéry ulegt precypitacji pozwala na nanofiltracije
poprzez pory o wielko$ci mniejszej niz 35 nm.

W szczegdlnosci niniejszy wynalazek obejmuje

sposdéb okreslony w zastrzezeniu 1.

Szczegdbdltowy opis wynalazku

Jako materiazt wyjsciowy do oczyszczania
fibrynogenu pochodzacego z ludzkiego osocza, z ktdrego
poprzez precypitacije, korzystnie przy uzyciu glicyny,
uzyskuje sie oczyszczony precypitat fibrynogenu, mozna
zastosowacd krioprecypitat, pierwsza  frakcije (FrI)

wedlug metody Cohna albo réwnowazna frakcje zawierajaca

fibrynogen.
Frakcje wyjsSciowa, przed rozpuszczeniem i
klaryfikacja, mozna poddac obrdbce z uzyciem

rozpuszczalnika organicznego 1 detergentu (0OSD) w celu
inaktywacji ewentualnie obecnych wirusdéw =z ostonka

lipidowa. OSD mozZzna usunac¢ przy uzyciu dowolneij znanej
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metody, takiej jak chromatografia, 1lub, korzystnie, w
tym przypadku, poprzez precypitacje z uzyciem glicyny.

Oczyszczona frakcje bogata w fibrynogen mozna
rozpusécié¢, klaryfikowaé poprzez filtracje lub wirowanie
i dostosowad¢ przy uzyciu Srodkdw stabilizujacych,
korzystnie aminokwasow (arginina, glicyna 1ub
réwnowaznych) i weglowodandw (sacharoza), do pH
korzystnie pomiedzy 6,0 a 8,0 1 zawartosci Jjondw
korzystnie doprowadzonej przy uzyciu chlorku sodu do
fizjologicznie dopuszczalnych stezen.

Wychodzac ze wspomnianego powyze] dostosowanego
i oczyszczonego roztworu fibrynogenu o czystosci
korzystnie wiekszej lub réwnej 80 %, twdrcy niniejszego
wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, ze poprzez
zamrazanie 1 rozmrazanie roztworu w kontrolowane]
temperaturze pomiedzy 5 a 20 °C, a korzystnie pomiedzy
8 a 13 °C, wulegie Jjuz agregacji lub denaturowane
niestabilne sktadniki zwigzane z fibrynogenem stajg sie
nierozpuszczalne. Te materiatly mozna %tatwo oddzielié¢
przez klaryfikacje poprzez nylonowe, metalowe sito 1lub
korzystnie poprzez dekantacje, wirowanie lub
bezposrednia filtracje, korzystnie przy uzyciu
gradientu filtrdéw, albo poprzez kombinacje dowolne]j ze
wspomnianych powyzej metod. Powstatly tak material mozna
nieoczekiwanie podda¢ nanofiltracji nawet poprzez pory
mniejsze niz 35 nm, przy Dbardzo akceptowalne]j
wydajnoéci produkcji i odzysku.

Korzystny sposdb realizacji niniejszego
wynalazku zostanie opisany tu ponizej. Materiatl
powstaty w wyniku tej klaryfikacji, rozciehczony do

stezenia nizszego od lub rdéwnego 1,5 mg/ml w obecno$ci
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co najmniej Jjednego aminokwasu (korzystnie argininy) w
stezeniu pomiedzy 0,1 a 8% (wag./obj.) 1 temperaturze
pomiedzy 18 a 37°C, korzystnej w obydwu przypadkach,
uprzednio poddany klaryfikacji poprzez filtry o)
wieksze] wielkoéci pordw, poddaje sie filtracji poprzez
nanofiltr o wielkosci pordéw mniejszej niz 35 nm
(korzystnie okoto 20 nm), przy czym odzysk biatka jest
wiekszy niz 80%. Powierzchnia filtra wymagana do
przeprowadzenia tej nanofiltracji wynosi pomiedzy 10 a
1,000 cm? na 1litr roztworu, ktéry ma Dbyé poddany
filtracji, w zaleznoéci od stezenia biatka w roztworze
i wielkos$ci pordédw stosowanego nanofiltra. Czas tej
obrébki jest zazwyczaj krotszy niz 12 godzin.

Dane uzyskane dla odzysku Dbiatka, niezbedne]j
powierzchni filtra 1 wymaganego czasu obrébki, wraz =z
charakterystyka uzyskanego produktu, wykazuja, ze
wynalazek moze by¢ wykorzystywany W procesach

przemystowych.

Przyktady realizacji wynalazku

Przyktad 1

Jako materiat wyjéciowy stosowano frakcje I
poddana precypitacji przy uzyciu 8% zimnego etanolu
zgodnie z metoda Cohna. 10 kg wspomnianej frakcji I
zawieszono W stosunku 1:9 w roztworze buforu
zawlerajgacym cytrynian/chlorek sodu, Jak réwniez
antykoagulant 1 $rodek antyfibrynolityczny. Zawiesine
klaryfikowano w 30°C poprzez filtry gtebokosciowe
wykonane z estrdédw polipropylenu 1 celulozy (obydwa =z
Millipore) do wielkoéci pordw wynoszace] w przyblizeniu

0,5 mikrona.
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Roztwdr ten poddano nastepnie obrdbce przy
uzyciu rozpuszczalnika/detergentu, majacej na celu
inaktywacje wirusdw, stosujac 0,3% fosforanu tri-n-
butylu i 1% polisorbatu 80, i inkubowano w 27 °C nie
krbébcej niz 6 godzin. Inaktywowany roztwdr schiodzono do
9 °C 1 poddano precypitacji poprzez dodanie glicyny do
stezenia wynoszacego 1,7 M. Utworzony precypitat
oddzielono poprzez wirowanie przy w przyblizeniu 15,000
rpm, stosujac wirdwke Sharples o tadownosci 5 kg, a
nastepnie zawieszono w roztworzenie chlorku/cytrynianu
sodu, 1 poddano ponownie precypitacji z uzyciem glicyny
w stezeniu do 1,5 M. Tak utworzony precypitat
oddzielono nastepnie ponownie poprzez wirowanie 1
nastepnie ponownie poddano precypitacji w taki sam
sposdéb jak w poprzednim etapie.

Powstaty tak precypitat (trzeci  precypitat
glicyna) stanowi 60-80% masy wyjéciowej frakcji I 1
sktada sie w przyblizeniu z 15 % suchego biatka, =z

Q

czego w przyblizeniu 90 % stanowi fibrynogen. Materiaz
ten rozpuszczono w 30 °C w stosunku 1:3 w 3,4 %
roztworze sacharozy przy izotonicznym stezeniu soli
chlorku/cytrynianu sodu, a nastepie filtrowano poprzez
filtr gtebokosciowy i klaryfikujacy (obydwa Z
Millipore) do wielkos$ci pordw wynoszace] w przyblizeniu
1 um. Uzyskano w przyblizeniu 30 litrdéw roztworu.
Material ten poddano nastepnie diafiltracji
poprzez membrany 100 kDa (z Pall-Filtron) wobec 1 %
argininy, w celu usuniecia nadmiaru soli, sacharozy 1

glicyny, a gdy uzyskat on 1,5 % zawartos¢ fibrynogenu

preparowano go z 0,5 % albuminy, klaryfikowano poprzez
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filtry 0,5 mikrona 1 w celu sterylizacji filtrowano
przez filtry 0,2 mikrona.

Wychodzac =ze wspomnianego powyze] sterylnego
roztworu podjeto prédbe filtracji poprzez filtry 0,1
mikrona, przez dyski o Srednicy 47 mm (Pall DVD i DJL)
jednakze prawie natychmiast filtr zostal zablokowany (w
przybliZzeniu 5 do 10 minut) i przefiltrowano mniej niz
okolto 5 ml roztworu, przy czym W filtracie
zaobserwowano redukcje OD wynoszaca 2,1 AU (z 27,2 AU
do 25,1 AU). Wyniki te Dbyty niesatysfakcjonujace 1
wykazatly istnienie problemédw z filtracja fibrynogenu,
nawet poprzez filtry o wielkoéci pordédw 0,1 mikrona.

Roztwor przefiltrowany poprzez filtry 0,2
mikrona zamrozono w -70°C w celu przeprowadzenia

kolejnych testéw filtracji.

Przyktad 2

Roztwdr przefiltrowany poprzez filtry 0,2
mikrona z przyktadu 1 rozmrozono caikowicie w 30°C w
celu przeprowadzenia testdédw nanofiltracji przy rdédznych
stezeniach fibrynogenu, przy czym ewentualny pozytywny
efekt badano poprzez zastosowanie ekstremalnego
rozcienczenia, Jjako proces do dyspersji czasteczek
fibrynogenu w obecnosci roztworu aminokwasu (arginina).

Podwielokrotnos¢ porcji roztworu filtrowanego
poprzez filtry 0,2 mikrona rozciehczano przy uzyciu
0,66 % roztworu argininy, 2,7 mM cytrynianu sodu i 62,6
mM chlorku sodu w pH 7,0 1 30 °C w taki sposdb, ze
koncowe stezenia fibrynogenu wynosity w przyblizZzeniu 5;

3; 1; 0,7 i 0,5 mg/ml.
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Kazdy rozcienczony roztwdr filtrowano poprzez
filtry 0,1 mikrona, bezpos$rednio przed przeprowadzeniem
nanofiltracji poprzez wktad o wielkos$ci pordéw 35 nm
(BMM-Planova 35N z Asahi-Kasei) 1 powierzchni 10 cm?.
Warunki cisnieniowe byly takie Jjak zalecatr wytwdrca:
0,2 do 1,0 bara; a temperatura podczas wszystkich
procesdéw filtracji wynosita 25 do 30 °C.

Uzyskane wyniki dotyczace zdolnosci filtracyjne’

i odzysku pokazano w Tabeli 1.

Fibrynogen (mg/ml) Przefiltrowane Odzysk (%)
biatko (g/m”)

5 19 20

3 30 35

1 46/50 61/56

0,7 50 62

0,5 65 69

Na podstawie przedstawionych powyzej wartosci
mozna wnioskowacé¢, ze nanofiltracje poprzez filtry 35 nm
mozna przeprowadzié¢ Jjedynie w przypadku gdy stezZzenie
fibrynogenu Jjest bardzo rozcienczone, korzystnie do
pomiedzy 1 a 0,5 mg/ml lub nizszego, przy czym w tym
zakresie osiaga sie akceptowalne wartoé$ci zdolnosci
filtracyjnej (g fibrynogenu/m?) i odzysku (> 50%
fibrynogenu) .

Oczywiscie jedna z gldéwnych wad nanofiltraciji w
bardzo rozcienhczonych warunkach polega na nadmiernej
objetosci do filtracji oraz na koncowym stezZzeniu
produktu przed dawkowaniem, przez co optymalna bytaby

wartosé w poblizu gbérnej wartosci ustalonego zakresu.
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Nawet w najlepszych warunkach obrdébki oczywistym
jest, ze trudno Jest podda¢ produkt nanofiltracji
poprzez filtry 35 nm przez postepowanie w opisany
powyzej sposdb, ktdry wymaga rozmrazania produktu i

catkowitego rozpuszczenia fibrynogenu w 30 °C.

Przyktad 3

Kolejnag partie poddawano obrbbce Jjak W
przyktadzie 1 az do wuzyskania solubilizowanego 1
klaryfikowanego =z wuzyciem glicyny precypitatu IIT,
ktébrego cze$é zamrozono Ww -70 °C w celu jego
konserwacji. Pozostala cze$é¢ roztworu poddano obrdbce
jak w przyktadzie 1 =z wuzyskaniem produktu kohcowego
filtrowanego poprzez filtr 0,2 mikrona.

Poréwnawczy test nanofiltracji przeprowadzono
poprzez 20 nm dysk (Pall’s Ultipor-DV20) o $rednicy 47
mm, stosujac Swiezy materiat (koicowy produkt
filtrowany poprzez filtr 0,2 mikrona bez mrozenia) i
odpowiadajacy mu materiat mrozony, zawierajace
fibrynogen w stezeniu wynoszacym 0,73 do 0,74 mg/ml, a
zastosowane ciénienie byto takie jak zalecatr wytwdrca
filtra (Pall) i wynosito 2,2 do 2,8 bara.

W przypadku materiaztu mrozonego najpierw
przeprowadzono catkowite rozmrazanie w temperaturze
pokojowe] (temperatura roztworu < 20 °C) a materiatl
klaryfikowano poprzez filtr 0,5 mikrona. Zardwno
material Swiezy, Jjak 1 material mrozony dogodnie
rozcienczano przy uzyciu roztworu 2 % argininy
(wag./obj.), 62,6 mM chlorku sodu i 2,7 mM cytrynianu
sodu, pH 7,0 w 30 °C, 1 filtrowano poprzez filtr 0,1

mikrona bezposrednio przed etapowg nanofiltracja
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Wyniki obu procesdéw podsumowano w Tabeli 2.

Filtrowana | Filtrowane |Odzysk Czas
objetosé biatko (%) filtracji
(1) (mg/m?) (godz.)
poprzez
DV20
Materiat 29,0 (%) 23,7 99,4 5,00
Swiezy
Materiakl 37,0 30,1 99,7 1,42
mrozony
(*)Filtr wulegt =zablokowaniu przy wskazane]j powyze]
objetosci, wiec nie mozZzna by1lo dokonczyé nanofiltacji

W tedcie =z wuzyciem materiatu 3Swiezego (bez
mrozenia) odzysk biatka wynosiit 99,4%, jednakze
maksymalna 1los¢, ktdéra mozna byilo podda¢ filtracji

przed zablokowaniem filtra DV20 wynosita jedynie 23,7 g

fibrynogenu/m?, a Srednia szybkosé przeptywu

fibrynogenu wynosita 4,74 g/m?/godzine (23,7 podzielone
przez 5,00).
Z drugief

strony z uzyciem materiatu $wiezego

odzysk wynosit 99,7 % biatka a filtr DV20 nie ulegat

zablokowaniu przy zastosowaniu tadunku

30,1

fibrynogenu

wynoszacego g/m?, przy czym Srednia szybkosé

przeptywu fibrynogenu wynosita 21,20 g/m?/godzine.

tatwo mozna =zauwazy¢, ze nanofiltracja ponad 30,1 g

biatka Jjest mozliwa przy zastosowaniu kontrolowanego

etapu mrozenia i rozmrazania, poniewaz w tym tescie nie
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zaobserwowano zadnej nieprawidiowej redukcji szybkosci
przepiywu filtratu, co wskazuje na brak blokady filtra.

Wptyw mrozenia/rozmrazania znalaz?t
odzwierciedlenie w kohcowej nanofiltracji poprzez filtr
20 nm, zardédwno pod wzgledem maksymalne’ iloéci
filtrowanego fibrynogenu, ktdéra mogta by¢ duzo wieksza
niz 30,1 w przeciwienstwie do 23,7 g/m?, jak i pod
wzgledem szybkosci przepiywu filtracji wynoszagace]j 21,20
w przeciwienstwie do 4,74 g fibrynogenu/m?/godzine,
ktoéra jest 4,5 krotnie wyzsza. Powierzchnie
nanofiltracji poprzez 20 nm mozna oczywiscie zmniejszyc
o te samg proporcje, a to pozwala na optymalizacje
wysokich koszté4w nanofiltraciji, ktére w praktyce
uniemozliwiatyby wprowadzenie  jej do zastosowania
przemysiowego w przypadku tego typu biatka o wysokiej

masie czasteczkowe].

Przyktad 4

W wyniku przedstawionego powyzej Przykitadu 3
poszukiwano optymalnych warunkdéd4w do przeprowadzania
rozmrazania produktu, w celu usuniecie wiekszosci
nierozpuszczonego i nierozpuszczalnego materiatu
utworzonego gtdéwnie przez agregaty, oraz
zminimalizowanie strat Jjednofazowego fibrynogenu.

Rbézne partie, poddane obrébce jak w Przykladzie

1 az do roztworu zamrozonego w -70 °C, rozmrozono w
kontrolowanych warunkach (temperatura i czas
topnienia) . Po rozmrozeniu materiatu oddzielono
nierozpuszczalny materiat. Wspomniany materiatl

oddzielano przez nylonowe sito o wielkos$ci pordw 20

mikrondédw i1 w temperaturze, w ktdrej zamrozony material
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ulegat rozmrazaniu. Po oddzieleniu nierozpuszczalnego
materiatu roztwdr ogrzano do 30 °C i filtrowano poprzez
filtr 0,45 mikrona (filtr CHVL Millipore).

Okre$lano mase oddzielonego nierozpuszczalnego
materiatu, Jjak rdéwniez stezenie biatka (w przyblizeniu,
przez pomiar gestoéci optyczne]j przy 280 nm).

Uzyskane wartosci przedstawiono w Tabeli 3.

Proces | Temperatur Masa OD (280) | OD (280) | Roznica | %
rozmrazania | nierozpusz- | przed po w  OD | odzysku
(°O) czalnego zamrazaniem | zamrazaniu | (AU) biatka
materialu (AU) (AU)
(kg)
1 5-10 2,0 ND ND NA NA
2 30,5 0,1 47,8 46,5 1,3 97,5
3 9+1 1,0 452 37,5 7,7 83,0
4 19+1 0,5 39,5 343 5,2 86,8
5 7+1 1,9 35,0 24,5 10,5 70,0
6 11+2 0,9 36,0 31,5 4,5 87,5

Wyniki przedstawione powyzej wyraznie wykazuja,
ze iloé¢ utworzonej nierozpuszczalne] pozostatosci jest
uzalezniona od temperatury rozmrazania 1 odpowiada
spadkowi stezenia biatka (gestoé$é¢ optyczna) w filtracie
w odniesieniu do wstepnego roztworu przed zamrazaniem.
Podobnie, temperatura topnienia wynoszaca okolo 10 °C
jest odpowiednia do odzyskania wystarczajacej i1loéci
biatka i usuniecia nierozpuszczalnego materiatu. 0,5 do
1,0 kg nierozpuszczalnego materiatu ulega oddzieleniu

Q

pomiedzy 9 a 19 °C, przy czym odzyskuje sie 83 % do 87

o)

% biatka. Znaczace jest, ze prawie zadnego precypitatu




10

15

20

25

30

17

nie uzyskuje sie w 30,5 °C (0,1 kg) 1 nie wykrywa sie

odpowiedniej redukciji zawartosci biatka.

Przyktad 5

Wptyw rbéznych warunkdw rozmrazania z Przykiadu 4
na zdolno$¢ filtracyjna produktu podczas nanofiltracji
pokazano w Tabeli 4.

Poddane obrbbce partie rozmrozone i
przefiltrowane jak wspomniano W Przykiadzie 4,
rozcieniczono do gestoéci optycznej (280 nm) wynoszacej
1,2 do 1,3 AU (w przyblizeniu 0,8 mg fibrynogenu/ml)
przy uzyciu 2% (wag./obj.) roztworu argininy
zawierajacego chlorek/cytrynian sodu, w pH 7,0 1
temperaturze 30 °C. Nanofiltracje przeprowadzono w
dwéch etapach przez filtr 0,1 mikrona (30" CVVL) 1 50
nm (2 x 30" DV50) a nastepnie poprzez filtr 20 nm (3 x
30" DV20), przy cis$nieniu wynoszacym 2,2 do 2,8 bara w
kazdym etapie.

W kazdym procesie okres$lano zdolno$¢ filtracyjna
(g fibrynogenu/m?, filtrowany), objetoéé filtrowana,
odzysk fibrynogenu (przez gestos$é optyczna przy 280 nm)

i czas filtracji. Wyniki przedstawiono w Tabeli 4.
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Proces Czas Wydajnosé Czas Szybkos¢
rozmrazania | produkcji filtracji przeptywu filtracji
(°O) (kg roztworu/m?) (godz.) (kg
roztworu/m” godz.)
1 5-10 > 438 3,0 14,6
3 9+1 > 56,3 6,5 8,7
4 19+1 > 51,7 8,5 6,1
5 7+1 > 27,1 3,0 9,0
6 11+2 >32,8 3.8 8,6

Z uzyskanych wartosci wynika, ze mozliwe Jjest
przeprowadzenie nanofiltracji fibrynogenu przez filtr
20 nm na skale przemysiowg. Podobnie, czasy filtracji
(lub raczej szybkos$ci przeplywu mozna skorelowaé z
temperatura rozmrazania materiatu wyJj$ciowego z
Przyktadu 4, co wykazuje, ze w praktyce temperatury
ponizej 20 °C, korzystnie pomiedzy 7 a 19 °C, beda
najbardziej odpowiednie do nanofiltracji poprzez filtr
20 nm przy rozsadnej wydajnosci produkcji 1 czasie
obrébki oraz bez nadmiernych redukcji w ilos$ci produktu
z powodu strat podczas rozmrazania.

Stwierdzono zatem, ze poprzez wykorzystanie
niniejszego wynalazku mozliwe jest oczyszczanie
roztwordw fibrynogenu osoczowego poprzez nanofiltracije
z uzyciem filtréw o nominalne] wielkoéci  pordw
mniejszej niz 35 nm w warunkach, ktére pozwalaja na jej
przemysiowe zastosowanie do wytwarzania oczyszczonego

fibrynogenu jako produktu terapeutycznego.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb usuwania wirusdw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego, wychodzacy
z roztworu fibrynogenu pochodzacego =z uprzednio
oczyszczonego ludzkiego osocza, o czystoéci fibrynogenu
wyzszej lub réwnej 80% wzgledem wszystkich Dbiaztek,
znamienny tym, zZe roztwdr stabilizuje sie 1 mrozi a
nastepnie rozmraza sie go w temperaturze wynoszace]
pomiedzy 5 a 20°C, oddziela sie nierozpuszczony
materiak i rozciencza sie roztwdr biatka oraz
przeprowadza sie nanofiltracje ©powstatego roztworu
przy uzyciu filtréw o wielkosSci pordéw mniejszej niz 35
nm.

2. Sposbb usuwania wiruséw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wedtug
zastrz. 1, znamienny tym, 2Ze mrozenie, rozmrazanie i
nanofiltracje przeprowadza sie w obecnos$ci co najmnie’
jednego aminokwasu.

3. Sposdb usuwania wirusdéw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wediug
zastrz. 2, znamienny tym, Ze jako aminokwas stosuje sie
arginine lub glicyne lub kombinacje tych dwoéch
aminokwasow.

4. Sposdbb usuwania wirusdw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wediug
zastrz. 1, znamienny tym, ze nierozpuszczony materiatl
oddziela sie po zamrozeniu 1 rozmrozeniu przez sito.

5. Sposdéb usuwania wirusdw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wedtug

zastrz. 1, znamienny tym, Ze nierozpuszczony materiatl



10

15

20

25

30

20

oddziela sie po zamrozeniu i rozmrozeniu przez
dekantacje.

6. Sposdb usuwania wirusdéw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wediug
zastrz. 1, znamienny tym, Ze nierozpuszczony materiatl
oddziela sie po zamrozeniu i rozmrozeniu przez
wirowanie.

7. Sposbdbb usuwania wirusdéw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wedtug
zastrz. 1, znamienny tym, nierozpuszczony materiatl
oddziela sie po zamrozeniu i rozmrozeniu przez
bezposrednia filtracje lub z uzyciem gradientu filtroéow.

8. Sposdb usuwania wirusdw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wedtug
jednego zZ zastrz. 1 do 7, znamienny  tym, ze
nierozpuszczony materiatr oddziela sie po =zamrozeniu 1
rozmrozeniu poprzez poltaczenie sposobdédw okreslonych w
zastrz. 4 do 7.

9. Sposdb usuwania wirusdw obecnych w roztworach
fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego wediug
zastrz. 1, znamienny tym, Zze roztwdr powstaty po
oddzieleniu nierozpuszczonego materiatu rozciencza sie
do stezenia fibrynogenu nizszego lub rdédwnego 1,5 mg/ml.

10. Sposdb usuwania wirusow obecnych W
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego
wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przed nanofiltracja
roztwdér doprowadza sie do temperatury pomiedzy 18 a
37°C.

11. Sposdb usuwania wirusow obecnych W
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego

wedtug zastrz. 1, znamienny tym, zZze przed nanofiltracja
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przez filtr o wielkos$Sci pordéw mniejszej niz 35 nm
roztwdér fibrynogenu poddaje sie wstepnej filtracji
poprzez filtry o wielko$ci pordw wiekszej lub rdéwnej 35
nm.

12. Sposdb usuwania wiruséw obecnych W
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego
wedtug =zastrz. 1, znamienny tym, zZe obszar filtra
wymagany do nanofiltracji poprzez filtry o wielkosci
pordw mniejszej niz 35 nm wynosi pomiedzy 10 a 1,000
cm’ na litr roztworu do filtracji.

13. Sposdb usuwania wirusow obecnych W
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego
wedtug =zastrz. 1, znamienny  tym, ze temperatura
rozmrazania wynosi pomiedzy 8 a 13°C.

14. Sposdb usuwania wirusow obecnych W
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego
wediug zastrz. 3, znamienny tym, ze stezZzenie aminokwasu
jest wyzsze niz 0,1%.

15. Sposdb usuwania wirusow obecnych w
roztworach fibrynogenu do zastosowania terapeutycznego
wediug zastrz. 14, znamienny tym, ze stezenie

aminokwasu wynosi pomiedzy 0,1 a 8%.

Grifols, S.A.

Pelnomocnik:
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