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Menetelmii tekijian VIII eristimiseksi - Forfarande for isolering av faktor VIII

Esilld oleva keksintd kohdistuu menetelmiin biologisten yhdisteiden, kuten prote-
iinien, erityisesti hyytymistekijan VIII, eristimiseksi ruumiinnesteistd, kuten plas-
masta, kiyttimilla geelisuodatusta ensimméisend eristysvaiheena.

Tekiji VIII, joka tunnetaan myds verenvuototautia estivini tekijdnd A tai AHF, on
plasmaproteiini, joka osallistuu veren hyytymisen sisisyntyisyyteen. Tekija VIII
kiertdd veriplasmassa darimmiisen alhaisessa pitoisuudessa kahden proteiinin ei-
kovalenttisen yhdistelmidn muodossa, jossa on tekija VIII hyydyttivdd toimintaa
(tekija VIIL:C) ja ristosetiini-kofaktoritoimintaa (von Willebrand Factor (vWF)) vas-
taavasti, sanotun yhdistelmén molekyylipainon ollessa 1-20 x 10° D.

Noin viideltd sadasta tuhannesta henkilosté, jotka sairastavat verenvuorotautia he-
mofilia A, puuttuu tekija VIII:C tai se on viallinen.

von Willebrand -tekija sitoutuu aktivoituneisiin verihiutaleisiin sellaisella tavalla,
ettd aktivoituneiden verihiutaleiden aggregoituminen tehostuu. Tdmé vaikutus voi-
daan havaita in vitro aggregoimalla ristosetiini-indusoidut verihiutaleet. von Willeb-
randin sairauden ohessa havaitaan pidentynyt verenvuotoaika, joka johtuu von Wil-
lebrand -tekijin biologisen aktiivisuuden puutteesta tai laskeneesta tasosta.

Verenvuototautisia, jotka sairastavat hemofilia A:ta, ja potilaita, jotka sairastavat
von Willebrandin taudin vaikeaa lajia, hoidetaan nykyisin konsentraateilla, jotka ka-
sittavit tekijan VIII.C/vWF, joka on hoito, joka on pidentinyt potilaiden eldménlaa-
tua ja taloudellista tilaa huomattavasti sekd on pidentinyt niiden potilaiden elinai-
kaa.

Tekijaa VIII (tekija VIIL:C ja/tai vWF) siséltidvit farmaseuttiset valmisteet voidaan
valmistaa veresta tai veriplasmasta. Téllaisten valmisteiden valmistaminen voidaan
suorittaa erilaisilla tunnetuilla tavoilla, joille kaikille on tunnusomaista erityisesti
tekijan VIIL:C alhaiset saannot. Lihes kaikille menetelmille on tunnusomaista alku-
puhdistusvaihe, joka kisittdd kryopresipitoinnin. Kryopresipitoinnilla jaiddytetty
plasma sulatetaan lampétilassa 0-4 °C, miké tuottaa presipitaatin, joka kasittda teki-
jan VIII, joka voidaan kerdtd esimerkiksi sentrifugoimalla. Vaikkakin kryopresipi-
tointi on suhteellisen yksinkertaista, sen oleellisena haittana on se, etti kun sitd
kaytetadn laajassa mittakaavassa, so. plasmapoolit, jotka kisittavit yli 5 kg, se tuot-
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taa alhaisen tekijd VIII:C-saannon (30-45 % plasman painosta), miki tarkoittaa, etti
lopullinen saanto on alhainen riippumatta siiti, miti seuraavia puhdistusvaiheita
kéytetddn.

Lisdksi tekija VIII -valmisteiden tuottamiseen on sisillytetty tavallisesti virusten
inaktivointivaihe. Virusten inaktivointivaiheet ovat lisdnneet merkittavisti turvalli-
suutta valmisteiden virussisdllén suhteen mutta ne laskevat useimmissa tapauksissa
lisaa tekijan VIII:C saantoa.

Tekijan VIII erittdin alhainen kokonaissaanto on johtanut niiden valmisteiden puut-
teeseen useilla alueilla ja siksi tarvitaan uusia menetelmii tekijan VIII puhdistami-
seksi suurena saantona tekijén VIII kysynnin tyydyttimiseksi hemofiliaa potevien
hoidossa.

Uudet menetelmit tekijan VIII erottamiseksi suoraan plasmasta suurena saantona
olisivat erittdin mielenkiintoisia, koska 70 % plasman tekija VIII -pitoisuudesta ka-
toaa jo kryopresipitaatiossa tai ennen siti.

Askettdin on yritetty eristid tekiji VIII suoraan plasmasta kayttamilld affiniteet-
tikromatografiaa (Thromb. Haemost., 61, (2), 234-237 (1989)) mutta saatiin vain
alle 60 %:n saanto ja spesifinen aktiivisuus 1 IU tekijia VIII/mg proteiinia eristetys-
td tekijad VIII-sisaltavists fraktiosta.

Geelisuodatus, jota myds nimitetidn geelinldpaisykromatografiaksi tai kokoeks-
kluusiokromatografiaksi, on diffuusiokontrolloitu menetelma, jota kaytetddn liuot-
teiden erottamiseen niiden koon mukaan. Liuotteet viediin kolonnin l4dpi, johon on
pakattu inerttejd huokoisia geelipartikkeleita, joiden huokoskoko sulkee pois suu-
rimmat molekyylit, kun taas pienemmét molekyylit hajaantuvat stationaariseen faa-
siin geelipartikkelien sisdén. Titen suuremmat molekyylit, Jotka suljetaan tiydelli-
sesti pois geelipartikkeleista, eluoidaan ensin "vilisijatilavuudella", kun taas pie-
nemmat molekyylit kulkevat pitemmin aikaan kolonnissa ja eluoituvat pienenevin
koon mukaan nousevilla "eluointitilavauksilla".

Geelisuodatus voidaan suorittaa kahdella erilaisella tavalla:
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1. Ryhmiéerotustapa

Ryhmierotustavassa liuotteet erotetaan kahteen ryhmiin, joiden molekyylikoossa
on suuri ero, toisen ryhmin ollessa eluoitu vilisijatilavuudella ja toisen ryhmién ol-
lessa eluoitu myshemmin paljon suuremmalla eluointitilavuudella, joka on usein li-
hella "pakatun kolonnin kokonaistilavuutta”; titd menetelmdid kiytetddn ensisijai-
sesti proteiinien erottamiseen liuenneista suoloista tai puskurin vaihtamiseen ja siti
nimitetdéin "suolanpoistoksi”. "Suolan poistamiseksi" kdytetdan jaykkia geelejd, joi-
den huokoskoko on pieni, ja menetelmi voidaan suorittaa kdyttimalld suuria maaria
materiaalia (ndytetilavuudet ovat 20-30 % pakatun kolonnin tilavuudesta) ja kayt-
timilld suuria virtausnopeuksia (noin yksi pakatun kolonnin tilavuus puskuria tun-
nissa), jolloin kolonnin kapasiteetti on suuri.

2. Fraktionointitapa

Fraktionointitavassa erotetaan liuotteet, joiden molekyylipaino on erilainen; timéi
menetelmia kiytetddn usein proteiinien erottamiseen. Tahdn kiytetddn geelipartik-
keita, joissa on suurempia huokosia, ja geelisuodatusviliaine valitaan siten, ettd
varmistetaan se, etti proteiinit eluoidaan vilisijatilavuuden ja eluointitilavuuden, jo-
ka vastaa pakatun kolonnin kokonaistilavuutta, vilissa. Substanssit eluoidaan paljon
tarkemmin kuin kiyttimilld ryhmierotusolosuhteita ja ne voivat limittyd. Suuret
virtausnopeudet eivit ole toivottuja, koska tima ei mahdollista proteiinien tehokasta
erottamista ja kolonnin panostus tiytyy pitda alhaisena, jotta saadaan yksittdisten
proteiinien jarkevi erotus. Téten geelisuodatusta, jota kaytetadn fraktionointitavassa,
on suositeltu vain proteiinien erottamiseen viimeisené siloitusvaiheena, jossa frak-
tionoitava tilavuus on pieni (Jagschies, Ullmanns Encyklopedia of Industrial Che-
mistry, vol B3(10), 1988 ja Bio/Technol., 4, 954-58 (1986)).

Tekijada VIII on yritetty eristdd plasmasta kiyttdmilla geelisuodatusta (J. Lab. Clin.
Med., 72, (6), 1968, 1007-1008 ja J. Clin. Invest., 48, 1969, 957-962). Kokeissa ha-
vaittiin hyvéi puhdistuminen mutta saannot olivat vain noin 40-50 %. Saadun tekijda
VIII sisaltdvan fraktion puhtauden havaittiin olevan riippuvainen ldhtoplasmasta,
silld suuri lipidi- ja kylomikronipitoisuus tuotti samean tekija VIII -fraktion, jossa on
pienempi spesifinen aktiivisuus. On huomattava, ettd kaytetty geelinsuodatustek-
niikka ei salli suurien plasmaméirien kisittelemistd, vaikka esitutkimukset osoitti-
vat, ettd paljon konsentroidumman Cohn-fraktio I:n geelisuodatus niytti mahdolli-
selta.
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Lisdksi Paulssen et al. (Thromb. Diathes. Haemorr., 22, 1969, 577-583) havaitsivat,
ettd tekija VIII voidaan erottaa muista plasmaproteiineista kayttimalld geeliviliaine-
Sepharose 6B:td mutta tdima kromatografia kiyttimalld geelisuodatusta niytti mah-
dolliselta vain suuressa mittakaavassa, kun uudelleenliuotettua kryopresipitaattia
kaytettiin ldhtomateriaalina.

US-patentissa 3 637 489 selostetaan menetelméd verikomponenttien erottamiseksi
kayttimalla geelisuodatusta ja kayttamalld huokoisia lasipallosia. Menetelmé on tar-
koitettu erityisesti immunologisesti aktiivisten materiaalien erottamiseen muista
konstituenteista seerumissa tai plasmassa.

On suoritettu lukuisia yrityksid geelisuodatuksen kayttamiseksi tekijan VIII puhdis-
tamiseen, mutta yritykset ovat keskittyneet osittain puhdistettujen plasmafraktioiden
geelisuodatukseen (uudelleenliuotetttu kryopresipitaatti ja siitd edelleen puhdistetut
fraktiot). Kaikki yritykset on suoritettu kiyttimalld joko pienid pylvdian panostuksia
Ja/tai pienid virtausnopeuksia tai niiden yhdistelmia.

Geelisuodatus on tunnettu proteiinien fraktionointimenetelména jo vuodesta 1959 ja
sitd kiytetaan laajasti biokemiallisissa tutkimuslaboratorioissa proteiinien karakteri-
sointimenetelménd ja menetelménd proteiinien puhdistamiseksi naytteistd, joiden
tilavuudet ovat pienid, esim. alle 1 litran. Geelisuodatusta ei ole kiytetty tihin kek-
sint6on mennessd suuressa mittakaavassa plasman fraktionointiin proteiinien erot-
tamiseksi ainoan kdyton oltua etanolin ja suolojen suolanpoisto albumiiniliuoksista.
Téaten kuten viitekirjoissa todetaan: "Piaisyy, miksi geelisuodatuksesta ei ole tullut
pdateknikkaa plasman fraktionoinnissa, on vihiinen proteiinin lipimeno kolonnin
tilavuutta kohti" (J.H. Bergl6f: "Fractionation by Gel Filtration", s. 163-173, J.M.
Curling (toim.): "Methods of Plasma Protein Fractionation", Academic Press, Lon-
don, 1980) ja "Valitettavasti proteiinimassat, joita voidaan kisitelld kohtuullisen ko-
koisissa kolonneissa, ovat pienid ja ndytteen laimennusta ei voida laiminlyda. Siksi
menetelméd ei paljon kéytetd plasman fraktionoinnissa" (J.J. Morgenthaler et al.:
"Preservation of structure and function during isolation of human plasma proteins”,
s. 127-138, Smit Sibinga et al. (toim): Plasma Fractionation and Blood Transfu-
sion", Martinus Nijhoff Publishers, Boston, 1985).

US-patentissa 4 675 385 selostetaan menetelma tekijd VIII -esihyydyttivin proteii-
nin eristimiseksi plasmavalmisteesta, joka kasittdd tekijan VIII, suuren molekyyli-
painon konstituentit ja alhaisen molekyylipainon konstituentit, jaksoittaisella suuren
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suorituskyvyn ekskluusiokromatografialla valmistamalla ensimmdiisessd vaihessa
plasmavalmisteen puskuroitu vesipitoinen koostumus ja erottamalla alhaisen mole-
kyylipainon konstituentit viemélld koostumus huokoisen suuren suorituskyvyn nes-
tekromatografiapallosten kromatografiakolonniin pallosten koon ollessa noin
13 mikronista noin 35 mikroniin ja eluoimalla kolonni puskuroidulla vesipitoisella
eluentilla. Hyvin erottamisen saavuttamiseksi US-patentti 4 675 385 opettaa ko-
lonnien kiyton, joissa sivusuhde ei ole alle 10-40, mikd vihentdd kapasiteetti,
muttei varmista tekija VIII -konstituenttien hyvia erottumista alhaisen molekyyli-
painon plasmaproteiineista. Kuitenkaan timid ensimmiinen eristiminen ei takaa
proteiinien, joissa esiintyy tekija VIII:C-aktiivisuutta, hyvad erottumista toisista
plasmavalmisteen konstituenteista, joka valmiste saadaan vain suorittamalla toinen
HPLC.

Titen tihin keksintoon mennessd on hyviksytty tosiasia, ettd geelisuodatus ei ole
sopiva menetelmi proteiinien erottamiseen plasman fraktionoinnissa, kun kasitel-
l44n suuria tilavuuksia, esim. yli 5 litraa.

Nyt on yllittien havaittu, ettid kun valitaan geelisuodatusmateriaalit, jotka on suun-
niteltu suurille virtausnopeuksille, on tekijan VIII erottaminen mahdollista puhtaan
fraktion muodossa ja hyvin suurena saantona suoraan plasmasta hyvin vahiiselld
mekaanisella erottamisella ilman ettd on turvauduttava normaaliin alkukryopresipi-
tointin.

Esilli oleva keksinto kohdistuu menetelmiidn tekijan VIII erottamiseksi tekijdn
VIII:C ja vWF:n yhdistelmdn muodossa muista veriplasmassa olevista proteiineista
kayttamalla geelisuodatusta.

Keksinnén mukaiselle menetelmille on tunnusomaista, etté eristetty plasma tai sula-
tettu dskettdin jaidytetty plasma alistetaan geelisuodatukseen ryhmissd erotusolo-
suhteita, joissa kdytetddn suurta panostusta ja suurta virtausnopeutta geelisuodatus-
viliaineen koostuessa partikkeleista, jotka ovat inerttejé tekijain VIII ja niiden frak-
tionointialue on vililld 1x10°-8x10’. Fraktionointialue voi vaihdella esim. valilla
5x10*-4x10’.

Edullisessa suoritusmuodossa lisdtyn plasman tilavuus on vahintddn 5 % pakatun
kolonnin tilavuudesta. Lisdtyn plasman médrd on edullisesti 15-40 % pakatun ko-
lonnin tilavuudesta.
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Keksinnén mukainen menetelmi suoritetaan edullisesti kiyttimalla virtausnopeutta
véhintddn 0,3 pakatun kolonnin tilavuutta tunnissa, edullisimmin 0,5-2 pakatun ko-
lonnin tilavuutta tunnissa.

Keksinnén oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa patenttivaatimuksissa.

Esilld olevassa keksinnossi kiytetddn geelisuodatusviliainetta, jossa on Jaykkyys,
Joka sallii nopean eluaation. Lisiksi geelin tulee olla kemiallisesti ja immunologi-
sesti inertti tekijadn VIII geelisuodatuksen aikana. Kokeet ovat osoittaneet, ettii
esilld olevan keksinnén mukainen menetelma voidaan suorittaa kiyttamalla kaupal-
lisia geelejd, kuten Sepharose CL-4B, Sepharose CL-6B, Sepharose 4FF, Sepharose
6FF, Sephacryl S-400, Sephacryl S-500, Fractogel TSK HW-65(F) ja Matrex Cel-
lufine CGL 2000, jotka kaikki ovat sopivia esilld olevan keksinnén tarkoitukseen.
Tiéllaisten geelien partikkelikoko (mirki) on tavallisesti vililld noin 32 pm - noin
200 pm.

Esilld olevan keksinnén mukaisen menetelmin erdin suoritusmuodon mukaisesti
Jaadytetty plasma sulatetaan ja varmistetaan, ettd kaikki tekija VIII on liuennut,
minka jilkeen sulatettu plasma lisitdin edullisesti kolonniin vilittomisti sen jél-
keen, kun kaikki tekija VIII on liuennut. Lampétilan ei anneta edullisesti nousta lii-
an korkeaksi, jotta valtetaan tekijan VIII liian laaja hajoaminen. Plasma voidaan esi-
kasitelld lisadmalld esim. hepariinia, sitraattia, sakkaroosia, aminohappoja, suoloja
tai muita stabilointiaineita ja suodattaa, sentrifugoida, konsentroida ultrasuo-
datuksella, esipresipitoida kiyttdmalla tavallisia presipitointiaineita tai esikisitelli
muulla tavalla ennen sen lisaémistd kolonniin kunhan optionaalinen esikasittely ei
vaikuta merkittévisti plasman tekija VIII -pitoisuuteen.

On osoittautunut, etti keksinnén mukaisella menetelmilld saadaan erittiin suuri
tekijan VIII saanto. Tavallisesti yli 70 % plasman tekiji VIII -pitoisuudesta palautuu
tuotteeseen ja menetelma tuottaa erittiin puhtaita tuotteita, joiden spesifinen aktiivi-
suus on 1 - noin 4 IU tekijad VIII:C/mg proteiinia. T4mi voi osittain johtua seikasta,
ettd kaytettdessi keksinnon mukaista menetelmai tekija VIII erottuu proteolyyttisis-
td entsyymeistd, jotka normaalisti aiheuttavat tekijan VIII:C hajoamisen hyvin var-
hain eristysprosessissa.

Keksinnén mukainen menetelmd mahdollistaa suurten plasmamésrien kasittelyn
olosuhteissa, joissa plasmaa kiyteté4n suurina panostuksina ja suurina virtausnope-
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uksina geelisuodatuksessa, joka tuottaa tekijin VIII erittdin suuren talteenoton erit-
tiin puhtaana. Titen tarjotaan erittdin tehokasta menetelmas, jolla on teollista kayt-
tod.

Geelisuodatuksesta perdisin oleva (olevat) tekijaa VIII siséltdvé (sisdltavit) fraktio
(fraktiot) tai useammista geelisuodatuksista peréisin olevat yhdistetyt fraktiot voi-
daan sitten konsentroida ja puhdistaa kayttamailla itsessdén tunnettuja tekniikoita,
kuten ultrasuodatus, presipitoinnit, ioninvaihto, affiniteettikromatografia tai niiden
kaltaiset.

Jaljelle jaavit plasmaproteiinit, kuten albumiini, immunoglobuliinit, protrombiini-
kompleksi, antitrombiini IIl ja muut voidaan myds eristia geelisuodatuksen myo-
hemmisti fraktioista kayttimalld itsessddn tunnettuja tekniikoita, kuten alkoholilla
presipitointi, PEG-presipitoinnit, kromatografia tai niiden kaltaiset.

Tekija VIII:C-aktiivisuuden médrittdminen voidaan suorittaa kdyttamalla joko kak-
sivaiheista testid tai yksivaiheista testii. On todistettu tosiasia, ettd yksivaiheiset ja
kaksivaiheiset testit voivat johtaa tekija VIII:C-aktiivisuuden erilaisiin méérityksiin
ndytteessd. Lisdksi tiedetddn, ettd toistetut médrittelyt kdyttden samaa testid samassa
ndytteessd voivat tuottaa vaihteluita tekija VIII:C-aktiivisuuden méérittelyssa.

Tassé kiytettynd ilmaus "plasma” tarkoittaa verta, josta on poistettu kaikki verisolut
ja verihiutaleet esimerkiksi sentrifugoimalla.

"Tekija VIII:Ag" tarkoittaa tekijan VIII kaltaista antigeenid ja "vWF:Ag" von Wil-
lebrand -tekijdn Kaltaista antigeenid. "Pakatun kolonnin tilavuus" on maééritetty pa-
katun geeliviliaineen ja vilisijatilavauden tilavuudeksi. "Vilisijatilavuus" on méaéri-
tetty geelipartikkelien vilisen puskurin tilavuudeksi ja "eluointitilavuus" on spesifi-
sen materiaalin eluoimiseen kiytetyn puskurin tilavuus. Ilmausta "kolonnin tiyte"
on kiytetty kerrokseen lisityn materiaalin tilavuuden ilmaisemiseen laskettuna pro-
senttina pakatun kolonnin tilavuudesta. Ilmauksen "fraktionointialue" on tarkoitettu
tarkoittavan (globulaaristen) proteiinien tai suurempien molekyylien molekyylipai-
nojen aluetta, jolle toimittaja on suositellut geelimateriaalia.

Esilld olevan keksinnon mukaista menetelmié selostetaan edelleen viitaten piirus-
tuksiin ja esimerkkeihin, jotka selventivit keksinnon suoritusmuotoja. Esimerkit on



10

15

20

25

30

35

8 103510

annettu vain keksinnén valaisemiseksi eiki niitd ole tehty keksinnon piirin rajoitta-
miseksi, joka on médritetty oheistetuissa patenttivaatimuksissa.

Esilld olevaa keksinto4 valaistaan lisdksi viitaten oheisiin piirustuksiin, joissa

kuvio 1  esittidd kdyrdd, joka esittdd tekijin VIII eluoitumisen geelisuodatuksella
esilld olevan keksinnon mukaisesti ja joka on mairitetty erilaisilla tes-
teilld, ja

kuvio 2 esittad erilaisten plasmaproteiinien eluointijirjestyksen geelisuodattamal-
la timéin keksinnon mukaisesti.

Esimerkki 1
Plasman geelisuodattaminen tekijin VIII eristimiseksi

Halkaisijaltaan 2,6 cm:n kolonniin pakattiin Sepharose CL-4B:ti lopulliseen
60 cm:n korkeuteen.

Erdédstd tanskalaisesta veripankista perdisin oleva jddtynyt plasma sulatettiin
25 °C:een vesikylvyssa. 1 TU hepariinia/ml lisddmisen jilkeen 50 ml plasmaa (16 %
pakatun kolonnin tilavuudesta) lisittiin kolonniin kiyttiden virtausta 100 ml/h, minki
Jilkeen kolonni eluoitiin kayttamilla 200 ml/h puskurin pakotettua virtausta, joka
vastaa 0,63 pakatun kolonnin tilavuutta tunnissa. Kolonnin tasapainottaminen ja
eluointi suoritettiin kayttamélla puskuria 0,02 M sitraattia, 0,15 M NaCl, pH 7,4.
Puskuriin lisdttiin lisdksi 2,55 ml 1 M CaCl, litraa kohti, miki tuottaa vapaan kal-
siumionin (Ca®") konsentraation noin 7 x 10°M. Vapaan kalsiumionin konsentraatio
tarkistettiin kiyttimalld kalsiumselektiivistd elektrodia, joka oli Ingold GmbH:sta
(Frankfurt/Main, Saksa). Fraktiot kerittiin ja jokaiselle fraktiolle mairitettiin OD g,
tekijd VIII:C (kiyttimalla seka yksivaiheista hyytymistestia sekd kaksivaiheista kro-
mogeenistd testid), tekija VIII:Ag, albumiini, IgG, fibrinogeeni, IgM, alfa-2-makro-
globuliini, tekija IX, tekija X, proteiini C ja antitrombiini III. Proteiini mitattuna
OD;go:1la, eluoitiin pieneni huippuna vilisijatilavuudessa (fraktiot 10-18), mita seu-
rasi erittdin suuri leved huippu (fraktiot 19-50, vrt. kuvio 1). 82 % tekija VIII:C-
aktitvisuudesta madritettynd kaksivaiheisella ja 91 % tekija VIII:C-aktiivisuudesta
médritettynd yksivaiheisella hyytymistestilld eluoitui yhdessa kasaumahuipussa, jos-
sa on vilisijatilavuus (tekijan VIII paifraktio) yhdessd aikaisemman pienen proteii-
nihuipun kanssa. Loput tekijésti VIII eluoitui pienessi seuraavassa huippuhénnéssi
vélittomésti tekijin VIII paafraktion jalkeen (fraktiot 19-26). Tekija VIIL:Ag ja
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vWF:Ag eluoituivat yhdessa tekijan VIII:C kanssa, mutta niissi oli hieman laajem-
mat niitd seuraavat huippuhdnnét. Kaikki muut médritetyt plasmaproteiinit eluoitui-
vat fraktiossa, joka on tekijan VIII paifraktion jilkeen yhdessi suuren levedn huipun
kanssa (katso kuvio 2). Tekijasti VIIL.C erotettujen plasmaproteiinien molekyy-
lipainot ovat seuraavat:

Antitrombiini III 65000 D
Proteiini C 62000 D
Tekija X 59000 D
Tekija IX 57000 D
Alfa-2-makroglobuliini 718000 D
IgM 900000 D
Fibrinogeeni 340000 D
IgG 150000 D
Albumiini 67000 D

Tekija VIII:C-aktiivisuuden médrittely kayttiden kaksivaiheista kromogeenisté testid
suoritettiin kiyttimalla kromogeenisti substraattimenetelmid (KABI, Coatest Factor
VIII), alkuperiisessid menetelmassd kiytetddn testiputkia 37 °C:ssa ja se on oli mo-
difioitu suoritettavaksi kidyttimilld mikrotiitterilevyja kiyttien vihemmén reagens-
seja. Kdytetdan 50 mikrolitran néytetts tai standardia, jota inkuboidaan sen jdlkeen
kun siihen on sekoitettu 75 mikrolitraa fosfolipidiliuosta, tekijaa IXa, tekijaa X ja
CaCl,, 37 °C:ssa 15 minuuttia, minké jéilkeen lisdtian 50 mikrolitraa substraattia.
20 minuutin lisidinkuboinnin 37 °C:ssa jilkeen reaktio sammutetaan lisddmilld
50 mikrolitraa 1 M sitruunahappoa. Virin kehittyminen luetaan 405 nm:ssi vertai-
lun ollessa 492 nm:ssa.

Tekija VII:C-aktiivisuuden méirittely kayttden yksivaiheista testid suoritettiin
kayttimallda APTT-menetelmdi (Activated Partial Thromboplastin Time). 100 mik-
rolitraa néytettd tai standardia pipetoidaan kulhoihin, minkd jidlkeen lisdtdan
100 mikrolitraa puutteista plasmaa (tekija VIII-puutteinen plasma, General Diag-
nostic) ja liuosta lamposdiddettiin 37 °C:ssa 5 minuuttia. 100 mikrolitran 0,03 M
CaCl, lisdimisen jilkeen médritettiin aika, jossa liuos hyytyi.

Kvantitatiivisia maédritettyjd varten tuotettiin kalibraatiokdyrit, jotka perustuvat
vasten WHO-standardia (3rd Int. Standard of FVII], Human plasma, 3,9 IU/ml) ka-
libroidun ominaisstandardin laimennussarjoihin. Tassd kuvatussa kaksivaiheisessa
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testissd on alempi (noin 10 kertaa) havaintoraja kuin yksivaiheisessa testissi. Lisit-
tdessd hepariinia on edullista kiyttdd kaksivaiheista testid, koska silloin voidaan
poistaa kaikki mahdolliset hepariinin vaikutukset testiin helpommin laimentamalla.

Tekija VII[:Ag médritettiin ELISAa kéyttamilla kiyttien tekija VIII -inhibiittori-
potilaasta peréisin olevia vasta-aineita mikrotiitterilevyjen paillystysaineina (Nunc,
Kamstrup, 4000 Roskilde, Tanska) ja kiyttamalld samasta inhibiittoripotilaasta pe-
rdisin olevia peroksidaasilla merkittyja F(AB'),-fragmentteja sitoutuneen tekijin
VIII méérittdmiseen (Thromb. Haemost., 53(3), 1985, 346-350). Standardikiyrit
valmistettiin kayttamalld yhdistettyd normaalia plasmaa, joka oli kalibroitu vasten
WHO-standardia (1st IRP, established 1982).

VWF:Ag mddritettiin my6s kayttimélla ELISAa mutta kiyttdmailld kanin antihu-
maania VWG (DAKO, Tanska) piillystysmateriaalina ja peroksidaasilla merkitty4
kanin antihumaania vVWF (DAKO, Tanska) sitoutuneen vWF:n midrittimiseen.
Standardikayrit valmistettiin kiyttimilldi samaa normaalia plasmaa kuin tekiji
VIII:Ag:n ELISAn osalta.

Tekijd IX madritettiin kiyttamalla yksivaiheista hyytymistestiz samalla tavoin kuin
tekijdssd VIII:C kayttiden vain tekija [X -puutteista plasmaa. IgG maéaritettiin kayt-
tamilld sateisimmunodiffuusiota (Immunochemistry, 2, 1965, 235-254) ja albumii-
ni, fibrinogeeni, alfa-2-makroglobuliini, tekija X, proteiini C ja antitrombiini I1I ha-
vaittiin  kéyttdmalld raketti-immunoelektroforeesia (Anal. Biochem., 15, 1966,
45.52). ODygo médritettiin kdyttimilld spektrofotometrii (Spectronic 601, Milton
Roy Company) ja proteiini kiyttien Kjeldahlia madritettiin Ph. Eur. 2. painos, I,
V.3.5.2 mukaisesti presipitoimatta TCA:lla. Puhdistettujen fraktioiden spesifinen
aktiivisuus laskettiin tekijan VIII:C-konsentraation suhteena Joko ODygo:aan tai
proteiinin konsentraatioon miiritettynd Kjeldahlia kiyttien. Kiéytettaessd ODag
spesifisen aktiivisuuden laskemiseen eivit erilaisten kokeiden tulokset ole suoraan
verrattavissa, jollei kdyteta samaa lahtSplasmaa, koska tekijaa VIII sisaltivi plasma
on usein sameaa, katso Ratnoff et al.:n tulokset (J. Clin. Invest., 48, 1969, 957-962).

Erilaiset kokeissa kiytetyt geelisuodatusviliaineet olivat seuraavista lihteisti:

Sepharose CL-6B, Sepharose CL-4B, Sepharose CL-2B, Sepharose 6FF, Sepharose
4FF, Sephacryl S-400 ja Sephacryl S-500 olivat kaikki Pharmaciasta (Hiller¢d,
Tanska), Biogel A-5m, Fine oli BioRadista (Bie & Berntsen, R¢dovre, Tanska),
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Fractogel TSK HW-65(F) oli Merckilta (Struers, Rédovre, Tanska) ja Matrex Cel-
lufine GCL 2000 oli Amiconista (Helsingborg, Ruotsi).

Esimerkki 2

Plasman geelisuodattaminen tekijan VIII eristimiseksi kdyttimilld erilaisia geeli-
suodatusviliaineita

Halkaisijaltaan 2,6 cm:n kolonniin pakattiin erilaisia geelisuodatusviliaineita, joilla
on erilainen fraktionointialue ja erilainen rakenne. Kaikissa tapauksissa pakatun ker-
roksen lopullinen korkeus oli 60 cm. Plasma sulatettiin kuten esimerkissd 1 kuva-
taan ja 1 IU hepariinia liséttiin. Jokaista geelisuodatusta varten kolonniin panostet-
tiin 50 ml plasmaa (16 % pakatun kolonnin tilavuudesta). Kolonnin panostus ja pus-
kurilla eluointi suoritettiin, kuten esimerkissé 1 kuvataan. Virtausnopeus oli kaikissa
tapauksissa sama paitsi kokeessa, jossa kiytettiin Biogel A-5m, jossa virtausnopeus
laskettiin 50 ml:aan/h nousseesta vastapaineesta johtuen. Fraktiot kerittiin ja jokai-
sesta fraktiosta madritettiin ODjg ja tekiji VIII:C kiyttimalld Coatestid. Tekijin
VIII péidfraktion spesifinen aktiivisuus laskettiin tekijin VIII:C/ml suhteena
ODyso:€en. Kokeet toistettiin n kertaa kiyttiden erilaisia plasmoja kutakin panostusta
kohti ja saannon keskiarvot ja spesifinen aktiivisuus laskettiin. Tekijan VIII
pédifraktio valittiin samalla tavalla kuin esimerkissd 1 kuvataan ja saanto on annettu
tekijan VIII:C pitoisuutena tekijan VIII pédifraktiossa lisityn plasman tekijin VIII:C
pitoisuusprosenttina.

Fraktionointialue ja partikkelikoko erilaisten viliaineiden osalta ja lasketut keskiar-
vot on annettu seuraavassa taulukossa I.
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Taulukko 1

Geelisuodatus- Fraktionoin- Kokeiden Saanto- Spesifinen Partikkelien

viliaine alue MW méiiri n % aktiivisuus  halk. mirkai,
pm

A 1x10%-4x10° 3 95 0,16 40-165
B 6x10%-2x10’ 4 82 0,88 40-165
C 7x10°-4x10’ 3 68 0,24 60-200
D 1x10%*-4x10° 3 96 0,71 40-165
E 6x10*-2x107 3 86 1,35 40-165
F 6x10*-8x10’ 3 91 0,28 40-105
G 1x10*-5x10° 1 71 0,12 40-80

H 5x10%-5x10° 2 84 0,18 32-63

I 1x10%-3x10° 2 92 0,18 45-105
J 1x10*-8x10° 3 101 0,75 40-105

A: Sepharose CL-6B; B: Sepharose CL-4B; C: Sepharose CL-2B; D: Sepharose
6FF; E: Sepharose 4FF; F: Sephacryl S-500;

G: Biogel A-5m, Fine; H:, Fractogel TSK HW-65(F);

I: Matrex Cellufine GCL 2000; J: Sephacryl S-400.

Esimerkki 3

Plasman geelisuodattaminen tekijan VIII eristamiseksi kayttdmalla erilaisia kolonnin
panostuksia

Halkaisijaltaan 2,6 cm kolonniin pakattiin Sepharose 4FF lopulliseen korkeuteen
60 cm. Plasma sulatettiin, kuten esimerkissd 1 kuvataan. Sulattamisen jilkeen plas-
man pH saidettiin 7,0:aan kayttamalla 0,5 M HC], 1 [U hepariinia ml kohti liséttiin
ja plasma suodatettiin 10 mikrometrin nailonsuodattimen ldpi. Kolonniin liséttiin
30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml ja 70 ml plasmaa vastaavasti. Lisddminen, virtaus ja pus-
kurilla eluointi suoritettiin, kuten esimerkissd 1 kuvataan, joskin puskuri sdidettiin
7,0:aan. Fraktiot kerédttiin ja jokaisesta fraktiosta madritettiin ODagy ja tekija VIII:C
kayttamalla Coatestia. Tekijdan VIII paifraktion spesifinen aktiivisuus laskettiin teki-
jan VIII:C/ml suhteena ODygq:een. Kokeet toistettiin kolme kertaa kédyttiaen erilaisia
plasmoja kutakin panostusta kohti ja keskiarvot (X) laskettiin. Tekijan VIII paéfrak-
tion tilavuus (ml) on tekijaa VIII sisaltavin fraktion tilavuus, joka voidaan kerité en-
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nen kuin suuri levei proteiinihuippu (OD,g0) eluoidaan ja se valitaan samalla tavalla
kuin esimerkissd 1 kuvataan. Saanto on annettu tekijin VIII:C pitoisuutena tekijdn
VIII paifraktiossa lisityn plasman tekijén VIII:C pitoisuusprosenttina.

Lasketut arvot on annettu seuraavassa taulukossa II.

Taulukko 11
Lisdtyn plasman miira Tekijan VIII  Saanto pro- Spesif. aktiivi-
piifraktio sentteina suus
millilitroina
ml:na % pakatun osa
kolonnin tilav. no.

1 70 88 0,81
2 70 95 0,18

30 9,4 3 70 90 0,63
X 70 91 0,54
1 70 76 0,68
2 70 85 0,17

40 12,6 3 70 93 0,61
X 70 85 0,49
1 80 91 0,57
2 80 90 0,20

50 15,7 3 80 85 0,53
X 80 89 0,43
1 80 79 0,81
2 80 85 0,16

60 18,8 3 90 95 0,61
X 83 86 0,53
1 80 85 0,82
2 100 90 0,21

70 22,0 3 100 93 0,53
X 93 89 0,52
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Esimerkki 4

Plasman geelisuodattaminen tekijin VIII eristamiseksi kayttimalld erilaisia eluoin-
tiarvoja

Samaan kolonniinn kuin esimerkissa 3 kiytettiin, lisittiin 50 ml plasmaa, joka sula-
tettiin kuten edellla. Sulattamisen jilkeen plasman pH saddettiin 7,0:aan kayttamalla
0,5 M HCI, 1 IU hepariinia ml kohti liséttiin ja plasma suodatettiin 10 mikrometrin
nailonsuodattimen lapi. Kayttimalld kolmea erilaista annosta plasmaa virtausnopeu-
det 100, 200 ja 300 ml/h tutkittiin vastaavasti. Plasman lisayksen Ja sitd seuraavan
eluoinnin aikana kaytettiin samaa virtausta. Eluointi suoritettiin kayttamalld samaa
puskuria kuin esimerkissa 3 kuvataan. Fraktiot kerittiin ja jokaisesta fraktiosta mii-
ritettiin OD,g ja tekija VIII:C kayttamillid Coatestia. Tekijan VIII padfraktion spe-
sifinen aktiivisuus ja saanto kuten esimerkissd 3. Tekijan VIII paifraktion tila-
vuuden keskiarvot (X), saanto ja spesifinen aktiivisuus laskettiin. Tulokset on annet-
tu seuraavassa taulukossa III.

Taulukko III
Virtaus Plasman Tekijin VIII  Saanto pro- Spesif. aktiivi-
osa no. péifraktio sentteina suus
millilitroina
ml/h  pakatun ko-
lonnin tilav.

1 80 89 0,75
2 80 88 0,17

100 0,31 3 80 80 0,65
X 80 86 0,52
1 80 84 0,99
2 80 88 0,18

200 0,63 3 80 89 0,79
X 80 87 0,65
1 70 85 0,72
2 80 96 0,18

300 0,94 3 80 83 0,44
X 77 88 0,45
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Esimerkki 5

Plasman geelisuodattaminen tekijan VIII eristimiseksi kayttamilld erilaisia kolon-
nin panostuksia

Halkaisijaltaan 10 cm kolonniin pakattiin Sepharose 4FF lopulliseen korkeuteen
60 cm. Friisti tanskalaisesta veripankista perdisin oleva jaddytetty plasma sula-
tettiin 30 °C:ssa vesikylvyssid. Kolonniin liséttiin 925 g, 1427 g ja 2000 g plasmaa
vastaavasti. Virtausta pidettiin noin 4200 ml/h plasman lisdéimisen ja eluoinnin ai-
kana kiyttien Masterflex-letkupumppua (Buch & Holm, Herlev, Tanska), miké
vastaa noin 0,89 pakatun kolonnin tilavuutta tunnissa. Eluointiin kéytettiin samaa
puskuria kuin esimerkissd 1. ODygo:té tarkkailtiin jatkuvasti kdyttimilla Pharmacia
Monitor UV-1:td. Kun OD,gy alkoi nousta vilisijatilavuuteen, aloitettiin tekijin
VIII paifraktion kerdéiminen ja se lopetettiin, kun OD,g osoitti, ettd suuri proteii-
nihuippu alkoi olla eluoitunut. Tekijin VIII péifraktiossa olevat tekija VIIL.C-
pitoisuudet médritettiin kdyttimlld yksivaiheista hyytymistestid ja proteiini méaari-
tettiin kayttamalld Kjeldahlia. Spesifinen aktiivisuus laskettiin tekijd VIII-paafrak-
tiossa olevien tekiji VIII:C-yksikk6jen kokonaisluvun suhteena tekijan VIII
paifraktiossa olevan proteiinin milligrammojen kokonaismairaan. Tekijan VIII.C
saanto laskettiin tekijan VIII piéfraktiossa olevan tekijan VIII:C pitoisuuksina lisé-
tyssi plasmassa olevan tekijan VIII:C pitoisuuksien prosentteina.

Tulokset on annettu taulukossa I'V.

Taulukko IV
Lisédtyn plasman miari Tekijdn VIII.  Saanto pro- Spesif. aktiivi-
piifraktio sentteina suus IU/mg
grammoina
grammoina % panostetun
kolonnin tila-
vuudesta
925 19,6 1192 74 2,50
1497 31,8 1860 73 2,24

2000 42,4 2200 81 1,08
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Esimerkki 6

Plasman geelisuodattaminen tekijan VIII eristimiseksi kiyttamalld teollisuusko-
koista kolonnia

Halkaisijaltaan 29 cm:n kolonniin pakattiin Sepharose 4FF. Sen jilkeen kun oli ta-
sapainotettu samalla puskurilla kuin esimerkissa 1, geelikorkeus oli 53 cm. 10 kg
erddstd tanskalaisesta veripankista perdisin olevaa jaadytettyd plasmaa sulatettiin ja
se kuumennettiin 30 °C:een, minka jilkeen se lisittiin kolonniin. Lisatty maird oli
28,8 % pakatun kolonnin tilavuudesta. Virtausta 30 ml/h, joka vastaa 0,86 pakatun
kolonnin tilavuutta, ylldpidettiin kiyttien Masterflex-letkupumppua lisdimisen ja
eluoinnin aikana kiyttien tasapainotuspuskuria. ODogo:td tarkkailtiin jatkuvasti
kdyttimalla Pharmacia Monitor UV-1:td ja silloin kuin osoitettiin ensimmiinen
ODys0:n nousu vilisijatilavuuteen, kerittiin tekijan VIII paéfraktio. Kaiken kaikki-
aan kerittiin 11,73 kg tekijan VIII paifraktiota. Sitten médritettiin tekija VIII:C-
pitoisuudet kayttimalla yksivaiheista hyytymistestid ja proteiini madritettiin kayt-
timilld Kjeldahlia. Tekijan VIII fraktiosta havaittiin kaiken kaikkiaan 8798 IU
tekijad VIII:C ja alle 2346 milligrammaa proteiinia, miké tuottaa tekijan VIII:C
saannon 880 IU/kg plasmaa, miké vastaa 88 % saantoa tuotteen muodossa, jonka
spesifinen aktiivisuus on yli 3,75 IU/mg proteiinia.

Keksinnon mukaisella menetelmilld saatu tekijin VIII fraktio voidaan puhdistaa li-
sdksi tavalla, joka on analoginen uudelleen liuotetun kryopresipitaatin konventio-
naalisen puhdistuksen kanssa ja kisittdd esimerkiksi lisikromatografiapuhdistuksen
Jja lyofilisoinnin kéyttien tavallisia tdyteaineita vakaan valmisteen muodostami-
seksi. Valmiste rekonstruoidaan ennen kayttamista kéyttien sopivaa konventionaa-
lista apuainetta.
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Patenttivaatimukset

1.  Menetelmi tekijan VIII eristimiseksi muista veren plasmassa olevista prote-
iineista kiyttimilld geelisuodatusviliainetta, tunnettu siitd, ettd eristetty plasma
tai sulatettu dskettiin jaddytetty plasma, joka on esikaisitelty optionaalisesti, kun-
han optionaalisella esikisittelylld ei ole mitdin merkittdvdd vaikutusta plasman
tekija VIII -pitoisuuksiin, alistetaan suoraan geelisuodatukseen ryhméerotusolosuh-
teissa, jolloin lisityn plasman tilavuus on vihintddn 5 % pakatun kolonnin tila-
vuudesta ja jolloin virtausnopeus on vihintdan 0,3 pakatun kolonnin tilavuutta
tunnissa geelisuodatusviliaineen ollessa koostettu partikkeleista, jotka ovat inertte-
ja tekijalle VIII ja joiden fraktionointialue on vililli 1x10°-1x10°%, ja tekijan VIII
paifraktio kerdtdan.

2.  Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etti geelisuoda-
tusviliaine koostuu geelimateriaalista, jonka fraktionointialue on vililla 1x10°-
8x10’.

3.  Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmé, tunnettu siitd, ettd geelisuoda-
tusviliaine koostuu geelimateriaalista, jonka fraktionointialue on vililla 5x10°%-
4x10’.

4.  Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd li-
sityn plasman tilavuus on 15-40 % pakatun kolonnin tilavuudesta.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
virtausnopeus on 0,5-2 pakatun kolonnin tilavuutta tunnissa.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
saatu tekija VIII puhdistetaan lisdksi tavalla, joka on analoginen uudelleen liuote-
tun kryopresipitaatin konventionaalisen puhdistamisen kanssa analoginen ja kasit-
tdd esimerkiksi lisdkromatografiapuhdistamisen ja lyofilisoinnin kdyttamalla taval-
lisia tdyteaineita stabiilin valmisteen muodostamiseksi.
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Patentkrav

1. Forfarande for isolering av Faktor VIII frin andra proteiner i blodplasma un-
der anvindning av ett gelfiltreringsmedium, kiinnetecknat av att isolerat plasma
eller upptinat nyfryst plasma, vilket eventuellt har forbehandlats, si linge som
ifrdgavarande eventuella férbehandling inte har nigon signifikant inverkan pa in-
nehallet av Faktor VIII i plasmat, direkt utsittes for gelfiltrering under gruppsepa-
rationsbetingelser, dér volymen tillsatt plasma 4r tminstone 5 % av baddvolymen
och dér flodeshastigheten 4r dtminstone 0,3 baddvolymer per timme, varvid gel-
filtreringsmediet utgores av partiklar, vilka dr inerta gentemot Faktor VIII och vilka
har ett fraktioneringsomridde inom intervallet fran 1x10° till 1x10%, och Faktor
VIII-huvudfraktionen uppsamlas.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kiinnetecknat av att gelfiltreringsmediet ut-
gores av ett gelmaterial med ett fraktioneringsomrade inom intervallet fran 1x10*
till 8x10.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, kiinnetecknat av att gelfiltreringsmediet ut-
gores av ett gelmaterial med ett fraktioneringsomrade inom intervallet fran 5x10*
till 4x10’.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, kiinnetecknat av att volymen
av tillsatt plasma ar 15-40 % av baddvolymen.

5.  Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-4, kiinnetecknat av att flodeshas-
tigheten ér 0,5-2 biaddvolymer per timme.

6.  Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5, kiinnetecknat av att erhallen
Faktor VIII renas ytterligare pa ett sitt som &r analogt med den konventionella re-
ningen av en éterupplést kryofillning, vilket exempelvis innefattar ytterligare kro-
matografisk rening och lyofilisering under anvindning av vanliga hjilpamnen till
bildning av ett stabilt preparat.
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