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67)Sannmendrag Fremstilling av et heyrent konsentrat av den anti-hemofile
Faktor VIII (AHF) ved felling av en vandig opplesning av kryo-
presipitat fra blodplasma i et forste trinn med en slik mengde
polyetylenglykol (PEG), fortrinnsvis ca. 4 vekt%, at en vesent-
lig del av det tilstedevarende fibrinogen utfelles, hvorefter
den for fibrinogen befridde opplesning i et annet trinn under-
kastes en ny felling med fortrinnsvis ca. 12 vekt$ PEG i narvar
av et innsaltningsmiddel, sdsom en aminosyre, spesielt lysin
eller arginin, eller et karbohydrat, hvorpad det utskilte bunn-
fall med konsentrert innhold av den tilstedevarende Faktor VIII
utvinnes.

Det oppnddde Faktor VIII-konsentrat med et meget lavt inn-
h>ld av immunglobuliner og andre plasmaproteiner har en opplese-
lighet i vandig injeksjonsmedium pd& 45 - 500 enheter/ml og en
hey spesifikk aktivitet p3 opptil 50 enheter/mg protein.
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Den foreliggende oppfinnelse angadr en fremgangsmate for
fremstilling av et konsentrat av den anti-hemofile Faktor VIII,
kalt AHF, som er i det vesentlige fritt for denaturert AHF og
andre plasmaproteiner som er til stede i utgangsmaterialet for
konsentratet, men ikke for faktor VIII:RP, hvilket konsentrat
er lyofiliserbart uten proteintilsetning, og oppviser en -
oppleselighet i et vandig injeksjonsmedium pd 45-500 enheter
AHF pr. ml og en spesifikk aktivitet pd 3,85-50 enheter AHF pr.
mg protein som stammer fra utgangsmaterialet for konsentratet,
ved hvilken fremgangsmdte en opplesning av et kryoprecipitat
fra blodplasma eller en annen faktor VIII-holdig blodfraksjon
renses for & fjerne prothrombin og derefter underkastes
fraksjonering med polyetylenglykol, PEG, omfattende et trinn
for utfelning av hovedparten av fibrinogen ved hjelp av 2-6
vekt% PEG 200-20.000 ved 6-22°C og pH 6,0-8,5 og et efterfelgende
trinn for utfelning av AHF, fortrinnsvis ved 18-22°C.

Det er kjent at blodets evne til 3 koagulere styres av et
system av koagulasjonsproteiner, hvorav AHF eller Faktor VIII
er en viktig komponent.

Personer med hemofili-A eller bledesykdom har helt eller
delvis mistet evnen til & produsere AHF. Til behandling av
denne sykdom injiseres AHF-holdige preparater, og det har derfor
betydning & rdde over preparater inneholdende passende heye
konsentrasjoner av AHF og med lavest mulig innhold av andre
proteiner, sdsom fibrinogen og immunglobuliner.

Iser ved behandling av inhibitorpasienter, d.v.s. pasienter
som produserer antistoffer mot AHF og som derfor skal ha
preparatet tilfert i overskudd, med heye doser av AHF, er det
viktig at den spesifikke aktivitet (enh. AHF/mg protein) er
hgy, idet en tilfersel av "andre proteiner" i sterre mengder
kan fremkalle ugnskede bivirkninger. Med 1 enhet AHF forstads
faktor VIII aktiviteten av 1 ml. normalt blodplasma. Bivirkninger
ved AHF-behandling fordrsaket av immunglobuliner er f.eks.
beskrevet av Tilsner et al., Minch. Med. Wschr. 124 (1982) nr.
22, s. 553-557.

AHF utvinnes normalt av det sdkalte kryoprecipitat, som
hovedsakelig bestdr av fibrinogen, albumin, IgG og IgM, mens
AHF utgjer mindre enn 1 % av den totale proteinmengde. Den
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spesifikke aktivitet av et Kkryoprecipitat er typisk 0,1 - 0,3
enh. AHF/mg protein.

Det er kjent at man kan fjerne en del av det unedvendige
protein ved felling med glycin eller polyetylenglykol (PEG).
Eventuelt kan felling utferes flere ganger, forst med den ene
og deretter med den annet fellingsmiddel.

Det har sd3ledes lenge vart kjent & felle AHF med ca. 2 M
- glycin ved lav temperatur, jfr. Webster et al., se Amer. J.
Med. Sc. 250, nr. 6, s. 643-650 (1965). Webster anvendte et
kryoprecipitat som ble opplest i vann og fraksjonert ved lav
temperatur (<10°C) med stigende konsentrasjoner av glycin
inntil 2,3 molar. Ved denne type felling utnyttes at AHF i
kulden utfelles sammen med fibrinogen ved tilsetning av glycin.
Herved oppnds en spesifikk aktivitet pd 0,3 - 0,5 enh. AHF/mg
protein.

Fra beskrivelsen til EP patent nr. 32655, er det kjent at
man ved & gjennomfgre fraksjoneringen av gjenopplest kryo-
precipitat med 2 M glycin som fellingsmiddel ved heyere
temperaturer, sdsom 30 - 45°C, forst f&r utfelt en stor del av
de andre proteiner, sdsom fibrinogen, slik at AHF forblir i
supernatanten, hvorfra det kan utvinnes.

Nidr PEG anvendes som fellingsmiddel, foretas hyppigst en
fraksjonert PEG-felling, hvor hoveddelen av fibrinogenet og noe
IgM fjernes ved felling med lav PEG-konsentrasjon (2 - 6 %),
hvoretter AHF utfelles fra den albumin-holdige supernatant med
hoy PEG-konsentrasjon (5 - 15 %). Slike PEG/PEG-fellinger er
beskrevet av bl.a. Newman et al., Brit. J. Haematology 21,
1972, s. 1; US-patent 3.652.530; DK patentnr. 146.855, FR patent
nr. 2.460.305, DK patentans. nr. 3602/81, norsk patentnr.
145.563. Ved disse metoder oppnds et AHF-konsentrat med en
spesifikk aktivitet p& 1 - 3 enh./mg protein.

Prosesser med flertrinnsfellinger, hvor mer enn ett
fellingsmiddel anvendes, er likeledes Kjent. F.eks. kan
glycinfelling ved lav temperatur utferes bdde for og efter
PEG/PEG-fellinger, eventuelt kan glycinfellinger utferes sdvel
for som efter PEG/PEG-fellingene. Dette er beskrevet i US-
patentskrift 3.631.018. Vanligvis oppnds herved preparater med
en spesifikk aktivitet pd 1 - 3 enh./mg protein.
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Nar det i denne sammenheng felles med glycin ved lav
temperatur, utnyttes det AHF-holdige bunnfall, d.v.s. at det
ved etterfelgende PEG-fellinger pd gjenopplest AHF-holdig
precipitat kun er en lav konsentrasjon av glycin i oppleésningen.

Anvendes glycin ved hey temperatur i forbindelse med PEG-
felling, utferes forst en glycin-felling som efterlater AHF 1
supernatanten hvor konsentrasjonen av glycin er hey, og
derefter felles AHF derfra med en PEG-felling ved hgy PEG-
konsentrasjon. Herved oppnds en spesifikk aktivitet pd 1 - 3
enh. /mg protein. .

Ved denne type glycin/PEG-felling ble det oppnaddd et
konsentrat som ligner et konsentrat oppnadd ved PEG/PEG-
felling. Som det fremgdr av tabell 1 inneholder 1. fellings-
supenatant mer IgM og IgG efter en varm felling med 2 M glycin
enn efter en felling med lav PEG-Kkonsentrasjon (4%). Efter
sluttfellingen med hey PEG-konsentrasjon (9%), inneholder
konsentratet fra glycin/PEG-fellingen imidlertid mindre IgM og
IgG enn konsentratet fra PEG/PEG-fellingen.

TABELL 1
Sammenligning mellom PEG/PEG- og varm glycin/PEG-
felling av AHF fra gjennopplest kryoprecipitat

Fraksjon % AHF % IgM % IgG

Kryoprecipitat 100 . 100 100
1. PEG, 4%, supernatant 72 38 55
PEG/PEG, 4 %, 9 % konsentrat 40 24 15
Glycin supernatant 68 76 79
Glycin/PEG, 9 %, konsentrat 36 18 8

Arsaken til dette er ikke tidligere erkjent, men det md
antas at den polare aminosyre i glycinsupernatanten virker
innsaltende, is@r p& basiske proteiner, sdledes at IgM og IgG
ikke s& lett utfelles med PEG. Det ved glycin/PEG-fellingen
oppnédde konsentrat har imidlertid stadig et uensket heyt
innhold av fibrinogen, IgG og IgM, jfr. tabell 2 nedenfor.

Formédlet med foreliggende oppfinnelse er & tilveiebringe
et hoyrent, direkte lyofiliserbart AHF-konsentrat som har en sd
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heoy oppleselighet og spesifikk aktivitet at det kan administreres
intravenest i injeksjonsdoser pd 1000 enheter opplest i 2-5 ml
injeksjonsmedium, og som inneholder faktor VIII-kompleksets
annen bestanddel faktor VIII: RP, som virker stabiliserende pé
den koagulasjonsaktive faktor VIII:C.

Dette oppnds ved fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen, som
kjennetegnes ved det som er angitt i karakteristikken til krav
1. ,

Det bemerkes at det ikke er en entydig sammenheng mellom
et AHF-konsentrats spesifikke aktivitet og dets oppleselighet,
idet sistnevnte avhenger av arten av ¢vrige proteiner, sariig
fibrinogen, men at en hey spesifikk aktivitet alt annet likt
ogsd vil innebzre en hey oppleselighet.

Oppfinnelsen er basert pd den overraskende erkjennelse at
man kan oppnd et sarlig rent AHF-preparat inneholdende sdvel
faktor VIII:C som faktor VIII:RP, men som i det vesentlige er
befridd for andre proteiner, isar immunglobuliner, ved &
fraksjonere et kryoprecipitat med PEG pd en slik mite at det
forst utfelles hovedparten, fortrinnsvis minst 80 % av fibrino-
genet, og at det i et efterfelgende trinn felles med mer PEG i
nerv&r av et innsaltningsmiddel. Tilsetningen av innsaltnings-
midlet medforer ikke i seg selv utfellinger, men pd grunn av
tilstedevarelsen av innsaltningsmidlet, modifiseres betingelsene
under den efterfglgende PEG-felling, slik at det oppnds en
skarpere fraksjonering, d.v.s. et renere AHF-preparat med en
heoy spesifikk aktivitet, jfr. tabell 2 nedenfor. Den hoye
renhet bevirker at preparatet har en oppleselighet p& 45-500,
oftest 200-500 enheter Faktor VIII:C (AHF) pr. ml. Da en normal
injeksjonsdose er 1000 enheter, kan man sdledes klare seg med
ca. 2 - 5 ml injeksjonsmedium. Da oppleseligheten av de beste
AHF-preparater pd markedet er angitt & vere 40 - 50 enheter pr.
ml svarende til et injeksjonsvolum pd 20 - 25 ml, medfgrer
preparatet fremstilt ifplge oppfinnelsen s3ledes en meget
betydelig lettelse for pasienten.
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TABELL_ 2
Effekt av glycintilsetning under PEG/PEG-felling fra
gjenopplest Kryoprecipitat

Prosess AHF enh./mg % IgG IgM % Fibr.
Kryoprecipitat 0,32 100 100 100
4 % PEG/9 % PEG 2,53 .15 24 1
2 M glycin/9 % PEG 2,27 8 18 2

5

4% PEG/12 % PEG + 2 M glycin 4,36 4 13 o,

Ved fellingen ifelge oppfinnelsen er glycin sdledes
anvendt som innsaltningsmiddel, idet det stabiliserer de
ugnskede proteiner ved & holde dem i opplesning, men derimot de
hittil kjente metoder utnytter glycins utsaltende effekt pa
figrinogen/AHF. Ved anvendelse av innsaltningsmiddel under en
PEG/PEG-felling oppnas altsd en mer selektiv utfelling av AHF.

Uten & ville vare bundet til noen bestemt teori antas det
at innsaltningsmidlets virkning beror p& at det gker forskjellen
i overflateladning mellom Faktor VIII og de ovrige proteiner,
s&rlig IgG.

Det er viktig & fjerne hovedparten av fibrinogenet i
ferste trinn, fordi AHF-preparatet ellers ville vzre sterkt
forurenset med fibrinogenet og fordi tilstedevarelsen av
fibrinogen i annet trinn vil motvirke innsaltningseffekten og
hindre en selektiv utfelling av Faktor VIII.

Som innsaltningsmiddel ved fremgangsmdten ifelge opp-
finnelsen benyttes hensiktsmessig en aminosyre, spesielt
basiske aminosyrer, fortrinnsvis lycin eller arginin tilsatt i
form av hydrokloridet. Andre anvendelige aminosyrer er histidin,
samt polare aminiosyrer s8som serin, glutamin, glycin og ¢-
aminoheksansyre. Andre anvendelige innsaltningsmidler er
karbohydrater s&som mono- eller disakkarider, f.eks. glukose og
sakkarose, men ogsd oligosakkarider samt sukkeralkoholer,
f.eks. sorbitol og glycerol.

En oversikt er gitt i tabell 3.
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TABELL 3

Effekt av innsaltningsmidler p& PEG/PEG-felling
av AHF fra gjenopplest kryoprecipitat

Innsaltningsmiddel Spes. aktivitet % utbytte av
enh./mg AHF fra plasma

Intet 2,53 18

2 M glycin 4,36 17

0,5 M lysin ' 8,4 18

0,5 M arginin . 7,0 14

1,0 M e¢-aminoheksansyre 5,0 10

1,5 M glukose 3,85 18

1,0 M sakkarose 5,35 20

Det foretrukne innsaltningsmiddel er lysin-HCl. P&
tegningen er vist lysins innflytelse p& PEG/PEG-felling av AHF
uttrykt som henholdsvis enh. AHF/mg protein (fig. 1) og %
utbytte i forhold til kryoprecipitatet ved forskjellige
lysinkonsentrasjoner (fig. 2). Lysin tilsettes fortrinnsvis i
konsentrasjoner pa 0,1 - 0,9, spesielt 0,4 - 0,8, helst 0,5 -
0,7 mol/1l.

Som det fremgdr av fig. 1, er det proporsjonalitet mellom
tilsatt lysinmengde og spesifikk aktivitet av sluttproduktet,
men selv smd lysinmengder har en klar effekt. Som det fremglr
av fig. 2 faller utbyttet av AHF ved den anvendte PEG-konsentra-
sjon imidlertid, hvis det anvendes mer enn 0,7 M lysin, idet
denne mengde lysin ogsd virker innsaltende p& AHF.

Et annet foretrukket innsaltningsmiddel er arginin-HC1,
hvis innflytelse pd& PEG/PEG-fellingen av AHF fremgdr av
nedenstaende tabell 4, hvor det sees at tilfredsstillende
utbytter oppnds ved konsentrasjoner pd 0,2 - 0,8. Under hensyn
til utbyttet er den foretrukne mengde 0,3 - 0,5, spesielt 0,4
mol/1.
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TABELL 4
Arginins innflvtelse p& PEG/PEG-felling av_AHF

Mol arginin/1l % utbytte fra plasma enh. AHF/mg protein
0 20 2,3
0,2 20 4,9
0,4 17 6,4
0,6 14 6,1
0,8 4 : 4,6

De anvendte konsentrasjoner av PEG og innsaltningsmiddel
samt pH under fellingen avhenger sazrlig av det anvendte
innsaltningsmiddel, idet det som generell regeel kan sies at de
mer ladete innsaltningsmidler kan anvendes i mindre konsentra-
sjoner. Den valgte innsaltningsmiddelkonsentrasjon hviler pa
et kompromiss, idet man ved heye konsentrasjoner kan redusere
IgG-mengden nesten fullstendig, men samtidig innsaltes ogsd en
del Faktor VIII, hvorved utbyttet reduseres.

Ved fremgangsmdten ifelge oppfinnelsen anvendes PEG med en
molekylvekt p& 200 - 20.000, fortrinnsvis 2.000 - 12.000,
spesielt 3.000 - 6.000, men PEG 3000 foretrekkes. PEG-kon-~
sentrasjonen i det forste fellingstrinn er 2 - 6 vekt %,
fortrinnsvis ca. 4 vekt % og i det annet trinn 6 - 20 vekt %,
fortrinnsvis ca. 12 vekt %. pH under ferste fellingstrinn kan
vere 6,0 - 8,5, fortrinnsvis 6,2 - 6,6, spesielt 6,4, og under
annet trinn 5,0 - 8,5, fortrinnsvis 6,0 - 6,6, spesielt ca. 6,3.

Temperaturen i det forste fellingstrinn kan vare 6 - 22°C,
fortrinnsvis 18 - 22°C. I annet fellingstrinn er temperaturen
ogsa fortrinnsvis 18 - 22°C (romtemperatur).

Ved utvinningen av det omtalte Faktor VIII-konsentrat kan
man anvende kryoprecipitat fra humant blodplasma eller andre
Faktor VIII-holdige blodfraksjoner, likesom man kan anvende
plasmafraksjoner fra dyrearter, f.eks. gris. I dette tilfelle
vil man normalt ikke anvende kryoprecipitatet, men en blod-
fraksjon oppnddd f.eks. ved PEG-felling.

Fremgangsmdten ifelge oppfinnelsen skal i det felgende
forklares nazrmere ved hjelp av noen eksempler, som ogsd
illustrerer opparbeidelsen av konsentratet. Til preparatfrem-
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stilling kan AHF-oppl¢sningen om gnsket underkastes en varme-
behandling i 10 timer ved 60°C i narvar av en passende stabili-
sator for & oppnd en hepatitis-sikring og/eller om ensket

frysetorring.

EKSEMPEL 1

Kryoprecipitat fra 600 ml human blodplasma inneholdende
240 enheter Faktor VIII:C gjenoppleses i 28 ml citrat/glukose-
buffer og befris for protrombinkompleks ved adsorbsjon med
Al,045. Derefter tilsettes 4 vekt % PEG 3000. pH justeres til
6,4 med 0,5 M HCl, og blandingen inkuberes 30 minutter ved
romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved sentrifugering, og
lysin-HC1l tilsettes til en konsentrasjon pd 0,55 mol/l.
Ytterligere 8 vekt % PEG 3000 tilsettes, og pH justeres til 6,3
med 0,1 M NaOH. Efter inkubering i 45 minutter ved romtemperatur,
isoleres bunnfallet ved sentrifugering og gjenoppleses i
citrat/glukose-NaCl, pH 7,8. Det gjenoppleste bunnfall som
inneholdt 112 enheter faktor VIII:C og 9 mg totalprotein, har
sdledes en spesifikk aktivitet p& 12 enheter Faktor VIII:C
(AHF) pr. mg protein, og utbyttet av Faktor VIII:C fra plasma
er 20 %. Det ble ikke foretatt oppleselighetsbestemmelse, men
det md antas at oppleseligheten er minst 200 enheter Faktor
VIITI:C/ml, jfr. eksempel 5 og 6.

Disse resultater er opptatt i nedenstdende tabell 5 sammen
med resultatet for sammehligningsforsak uten lycintilsetning.
Tabellen viser at det ved fremgangsmdten ifplge oppfinnelsen
kan oppnds en vesentlig ekning i spesifikk aktivitet og en
reduksjon av innholdet av immunglobulin G i forhold til en
PEG/PEG-felling uten tilstedevarelse av innsaltningsmiddel.

EKSEMPEL 2

30 ml kryo-opplesning oppnddd analogt med eksempel 1 og
adsorbert med Al,03, tilsettes 4 vekt % PEG 3000. pH justeres
til 6,4 med 0,5 M HCl, og blandingen inkuberes i 30 minutter
ved romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved sentrifugering,
og "innsaltningsmiddel" tilsettes. Derefter tilsettes ytterligere
8 vekt % PEG 3000, og pH justeres til 6,3 med 0,1 M NaOH. Efter
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inkubering i 45 minutter ved romtemperatur isoleres bunnfallet
ved sentrifugering og gjenoppleses i citrat/glukose-NaCl, pH 7,8.

Tabell 6 angir de oppnaddde resultater for forskjellige
innsaltningsmidler. Det ble ikke foretatt oppleselighets-
bestemmelser, men det antas at oppleseligheten er minst 200
enheter Faktor VIII:C/ml, jfr. eksempel 5 og 6.
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EKSEMPEL 3

Kryoprecipitat fra 2,5 1 plasma gjenopplgses i 100 ml
citrat/glukosebuffer og befris for protrombinkompleks ved
adsorbsjon med Al,03. Det tilsettes 4 vekt % PEG 3000. pH
justeres til 6,4 med 0,5 M HCl, og blandingen inkuberes i 30
minutter ved romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved sentri-
fugering, og arginin-HCl tilsettes til en konsentrasjon pd 0,40
mol/1l. Ytterligere 8 vekt % PEG 3000 tilsettes, og pH justeres
til 6,3 med 0,1 M NaOH. Efter inkubering i 45 minutter ved
romtemperatur isoleres bunnfallet ved sentrifugering og
gjenoppleses i 20 ml citrat/sakkarose/NaCl, pH 7,8. Konsentratet
inneholder 360 enheter Faktor VIII:C og 52 mg protein (spesifikk
aktivitet 7 enh./mg). Det ble ikke foretatt bestemmelse av
oppleseligheten av konsentratet, men det antas & vere minst 200
enheter/ml, jfr. eksempel 5 og 6.

EKSEMPEL 4

Kryoprecipitat fra 2,5 1 plasma gjenoppleses i 100 ml
citrat/glukosebuffer og befris for protrombinkompleks ved
adsorbsjon med Al;03. Det tilsettes 4 vekt % PEG 3000. pH
justeres til 6,4 med 0,5 M HCl, og blandingen inkuberes i 30
minutter ved romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved sentri-
fugering, og lysin HCl tilsettes til en konsentrasjon p& 0,55
mol/1l. Ytterligere 8 vekt % PEG 3000 tilsettes, og pH justeres
til 6,3 med 0,1 M NaOH. Efter inkubering i 45 minutter ved
romtemperatur, isoleres bunnfallet ved sentrifugering og
gjenoppleses i 5 ml citrat/sakkarose/NaCi, pH 7,8. Konsentratet
inneholder 460 enh. Faktor VIII:C og 30 mg protein (spesifikk
aktivitet 15 enh./mg). Det ble ikke foretatt bestemmelse av
opplesligheten av konsentratet, men det antas & vare minst 200
enheter/ml, jfr. eksempel 5 og 6.
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EKSEMPEL 5 ‘

Kryoprecipitat fra 80 kg plasma gjenoppleses i 2500 ml
citrat-buffer og befries for protrombinkompleks ved adsorbsjon
med Al,03. Det tilsettes 4 vekt% PEG 3000. pH justeres til
6,4 med 0,5 M HCl1l, og blandingen inkuberes i 30 minutter ved
romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved sentrifugering, og
lysin-HC1l tilsettes til en konsentrasjon pd 0,55 mol/l.
Ytterligere 8 vekt% PEG 3000 tilsettes, og pH justeres til 6,3
med 0,1 M NaOH. Efter inkubering i 45 minutter ved romtempera-
tur, isoleres bunnfallet ved sentrifugering og gjenoppleses i
60 ml citrat/sakkarose/NaCl. Opplesningen sterifiltreres og
dispenseres 1 15 hetteglass. Efter frysing og fryseterkning
inneholder hvert hetteglass 1000 enh. AHF med en spesifikk
aktivitet p&d 37 enh./mg protein.

Da de ialt 15.000 enh. AHF er utvunnet av 60 ml opplesning,
kan det fastsldes at oppleseligheten er minst 250 enh. pr. ml.

EKSEMPEL 6 _
Kryoprecipitat fra 13 liter plasma gjenopplgses i 525 ml
citrat/glucose-buffer og befries for protrombin-kompleks ved
adsorbsjon ved Al;03. Det tilsettes 4 vekt% PEG 3000. pH
innstilles pd 6,4 med 0,5 M HCl, og blandingen inkuberes i 30
minutter ved romtemperatur. Utfelt protein fjernes ved
sentrifugering, og lysin-HCl tilsettes til en Kkonsentrasjon p&
0,55 mol pr. liter. Ytterligére 8 vekt% PEG 3000 tilsettes, og
pH justeres til 6,3 med 0,1 M NaOH. Efter inkubering i 45
minutter ved romtemperatur isoleres bunnfallet ved sentrifugering
og gjenoppleses i 2,1 ml citrat/sakkarose/NaCl, pH 7,8. ,
Konsentratet, som.er pd 3,1 ml, inneholder 2180 enh. FVIII:C og
81 mg protein. Oppleseligheten er saledes 703 enheter pr. ml,
" og den spesifikke aktivitet 27 enh. /mg

EKSEMPEL 7

I dette eksempel undersgkes det hvorvidt den innsaltende
virkning av lecin Xunne forbedres ved tilsetning av NaCl, som
hever ionestyrken, og hvorvidt NaCl, som er et kjent ihnsalt—
nings-middel, alene har tilstrekkelig innéaltende virkning

B=3

under en PEG-felning til 3 fere til et ensket konsentrat.



B . 169875

For ytterligere & variere prosessbetingelsene ble det
valgt & gjennomfore felningen ved lav temperatur (6-9°C).

50 g kryoprecipitat gjenoppleses i 200 ml destillert H,0
ved romtemperatur. 12,3 ml 1,3% Al,03 og 7,9 g PEG 3000 (3%)
tilsettes. pH justeres til 6,7 med 1 M HAc, og blandingen
nedkjeles til 10°C. Efter nedkjeling fjernes bunnfall ved
sentrifugering i 15 minutter ved 9°C. VYtterligere 8% PEG, 2 M
glycin (13%) og 14% NaCl tilsettes, hvorefter pH justeres til
5,7, og blandingen nedkjeles til 6°C. Bunnfallet isoleres ved
sentrifugering i 15 minutter ved 6°C og gjenopplegses i 50 ml
(1/5 kryo vol.) 5mM citrat, 0,13 M NaCl og 0,1 M glycin, pH 7,3.

FVIII og proteininnholdet i det gjenoppleste konsentrat
var lavt. Derfor ble det med varierende NaCl- og glycin-
konsentrasjonen undersgkt om innsaltningen som forventet
skyldes glycin. Som det fremgdr av nedenstlende tabell ble
FVIII bare i1 liten grad utfelt uten NacCl. Nécl-tilsetning
alene medferer imidlertid ikke oket proteinutfelning (som PEG-
tilsetning). Tvert i mot virker NaCl i hey grad innsaltende.
Ved den lave temperatur medvirker glycin‘til a felle FVIII, men
den heye spesifikke aktivitet kan ikke oppndes uten NaCl-
tilsetning.

Virkning av glycin og varierende NaCl-konsentrasjon.

3 +13% glycin uten glycin

NacCl
mg * $FVIII:C Spes.akt. mg* 3FVIII:C spes.akt.
protein utbytte enh. /ng protein utbytte enh. /mg
5,86 5 0,22 6,50 14,4 0,58

_ 3,96 26 ‘ 1,74 , o

10 2,26 58 6,73 3,89 15,9 . - 1,07

12 2,18 41 4,90 _ o

14 0,88 17, 5,02 2,82 5,2 10,49

Kryoprec. 100 "~ 0,58 ‘

3% PEG/ ‘

Al,05 4

supernatant 73 0,77

e,

% bestemt som Ejgq
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EKSEMPEL 8 (Bestemmelse av faktor VIII:PR-innholdet)

Det fremgdr av Zimmermann, US'patent 4 361 509 at det for
4 oppnd en adskillelse av de to komponenter i faktor VIII-
komplekset md@ benyttes spesifikke rensningsmetoder, sd som
immunadsorbsjon eller ionebyttekromatografi.

I de foregdende eksempler hvor det som utgangsmateriale
anvendes (opplest) kryoprecipitat, som sdledes inneholder
faktor VIII-komplekset, foretaes det pd8 intet tidspunkt slike
rensninger, og det er derfor &penbart for en gjennomsnitts-
fagmann at de i eksemplene oppnddde faktor VIII-konsehtrater
stadig inneholder sédvel koagulasjonsaktiv faktor VIII:C som som
Willebrand-faktoren faktor VIII:RP. ]

Imidlertid ble det ikke gjennémfwrt mé&linger av faktor
VIII:RP-innholdet, og det er derfor ikke mulig & tilfere
tallverdier for disse i de eksisterende eksemplef.

Det er imidlertid gjennomfert faktor VIII:C og féktor
VIII:RP-bestemmelse pa en rekke AHF-preparater fremstilt ifglge
oppfinnelsen, som forhandles under betegnelsen "NQRDIOCTO®" og
som er fremstilt analogt med eksempel S5, det vil si i enhetsdoser
p& 1000 enheter faktor VIII:C (:20%);

Det ble oppnéddd felgende resultater:

Preparat FVIII:RP, enh./dose . FVIII:C, enh./dose

44102 727 : . 8a7
44203 ' . 936 1023
44301 825 ' ‘1161
44302 . 942 . 1109
44401 | . 566 . : 909

44402 808 B 11034 ..

FVIII-RP er bestemt ved rékettimmﬁnelektroforesé.ﬁéd>~
antistoff fra DAKO (A 082). Som standard er'anvendf en pdol'av
normal plasma (ca: 1 enh. FVIII-RP/ml). o

FVIII:C er bestemt ved en ett—trinnskoagulasjonsundef-
spkelse. Som standard er anvendt en pool av normal plésma (ca.
1 enh. FVIII:C/ml)- s -

Det er lett & se for en fagmanh at det kan oppnids en
effekt av innsaltningsmiddel pd en PEG/PEG-felling under andre
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betingelser enn anfert ovenfor. Ved annerledes pH og temperatur,
skal det s8ledes anvendes andre konsentrasjoner av PEG og
innsaltningsmiddel. De mest hensiktsmessige betingelser kan
fastlegges ved forsogk.
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1. Fremgangsmate for fremstilling av et konsentrat av den
antihemofile faktor VIII (AHF), som er i det vesentlige fritt
for denaturert AHF og andre plasmaproteiner som er til stede i
utgangsmaterialet for konsentratet, men ikke for faktor
VIII:RP, hvilket konsentrat er lyofiliserbart uten proteintil-
setning, og oppviser en oppleselighet i et vandig injeksjons-
medium p3d 45-500 enheter AHF pr. ml og en spesifikk aktivitet
pa 3,85-50 enheter AHF pr. mg protein som stammer fra utgangs-
materialet for konsentratet, ved hvilken fremgangsmdte en
opplesning av et kryopresipitat fra blodplasma eller en annen
faktor VIII-holdig blodfraksjon renses for & fjerne prothrombin
og derefter underkastes fraksjonering med polyetylenglykol,
PEG, omfattende et trinn for utfelning av hovedparten av
fibrinogen ved hjelp av 2-6 vekt% PEG 200-20.000 ved 6-22°C og
pH 6,0-8,5 og et efterfelgende trinn for utfelnlng av AHF,
fortrinnsvis ved 18-22°C, o _
karakterisert v e d at supernatanten fra den
ferstnevnte PEG-felning felles med 6-20 vekt% PEG 200-20.000
ved pH 5,0-8,5 1 nerver av et innsaltningsmiddel valgt blant
aminosyrer, fortrinnsvis basiske, karbohydrater og sukkeralko-
holer, hvorpd det utskilte bunnfall med konsentrert innhold av
AHF utvinnes og om g¢nsket, frysetorres. '

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, X ar a k t.e risert
v e d at det som innsaltningsmiddel anvendes lysin-HCl eller
argenin-HCl i en mengde svarende til en lysin- eller arglnln-
konsentraSJon pa henholdsv1s 0 1- 0 9. og 0,2- 0 8 mol pr. llter,
fortrinnsvis 0,4-0,8 og 0,3-0,5 mol pr. 11ter. o S

3. Fremgangsméte if¢1ge krav 1, k ar a k t e ris e rt
v e d at det som innsaltningsmiddel anvendes et karbohydrat
fortrinnsvis et mono- eller dlsakkarld

4. Fremgangsmdte ifplge krav 3, k ar a’Xteri éfé_r.t
v e d at det som innsaltningsmiddel anvendes sakkarose.
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5. Fremgangsmdte ifelge krav 1-4, karakterisert
v e d at det i annet felningstrinn tilsettes PEG svarende til
en total konsentrasjon p& ca. 12 vekt%.

6. Fremgangsmdte ifplge krav 1-5, karakterisert
v e d at den pH som anvendes under annet felningstrinn er 6,0-
6,6, isar 6,3.
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