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Beschreibung
1. Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft die Herstellung eines
eine therapeutische Qualitatsstufe aufweisenden
Thrombinprodukts fur die klinische (einschlieBlich ve-
terindre) Verwendung. Das Thrombin ist gekenn-
zeichnet durch eine hohe virale Sicherheit, eine hohe
spezifische Aktivitdt, Lagerungsbestandigkeit und
niedrige Pyrogenitat. Die Erfindung betrifft ferner Ver-
fahren zur Herstellung von Thrombinprodukten, die
effizient, wirtschaftlich und gut geeignet fiir die kom-
merzielle Herstellung sind.

[0002] Thrombin ist weit verbreitet in klinischen An-
wendungen als Gerinnungsfaktor fir fest blutende
Wunden durch Umwandlung von Fibrinogen zu Fib-
rin. Es ist eine gewdhnliche Komponente septischer
Verbande und wird in Verbindung mit Fibrinogen und
anderen Gerinnungsproteinen in zwei Komponen-
ten-Hamostatiksystemen, wie z. B. Fibrinklebern, Ad-
hesiven und Versieglern, verwendet. Sowohl
menschliches als auch bovines Plasma sind als
Quelle des Thrombins fur die klinische Anwendung
am Menschen bekannt. Hauptsachlich aufgrund der
Schwierigkeit der Reinigung des Thrombins von nicht
autologem menschlichen Plasma mit betrachtlicher
Entfernung oder Inaktivierung von irgendwelchen Vi-
ren, die in dem anfanglichen Plasma vorhanden sein
kénnen, werden eine therapeutische Qualitatsstufe
aufweisende Thrombinprodukte fir die menschliche
Verwendung, die im allgemeinen im Handel erhaltlich
sind, aus bovinem Plasma gewonnen, das ein niedri-
ges, inharentes Potential zum Beherbergen von Vi-
ren aufweist, die fir Menschen schéadlich sind, unge-
achtet des wohl bekannten immungenetischen Po-
tentials des bovinen Thrombins im Menschen, das
betrachtliche klinische Bedenken verursacht.

[0003] Zur klinischen Anwendung wird das Throm-
bin typischerweise vom Blutplasma als ein Protein-
komplex mit Prothrombin gewonnen, Ublicherweise
gefolgt von einer Umwandlung des Proenzyms zu
Thrombin durch Reaktion mit Thromboplastin in An-
wesenheit von Kalziumionen. Das rohe Thrombinpro-
dukt wird dann einer Bearbeitung unterzogen, um
das Thrombin von verunreigenden Blutproteinen zu
separieren und um irgendwelche ggf. vorhandenen
Giftstoffe oder Krankheitserreger zu inaktivieren oder
zu entfernen. Idealerweise ist das erhaltene Produkt
ein eine therapeutische Qualitatsstufe aufweisendes
Thrombin (Thrombin entsprechend den USF-
DA-Standards fir die menschliche Anwendung), das
eine hohe spezifische Aktivitat, gute Lagerungsbe-
standigkeit, niedrige Pyrogenizitat aufweist, und das
im Wesentlichen virusfrei ist.

[0004] Dieses ldeal wird kaum, falls Gberhaupt, er-
reicht. In Reinigungsverfahren, die Ublicherweise

zum Erhalt eines eine therapeutische Qualitatsstufe
aufweisenden Thrombins verwendet werden, wird
die Gewinnung von hochreinem Thrombin Ublicher-
weise erreicht auf Kosten von bedeutenden Mengen
des aktiven Thrombins durch Verlust oder Inaktivie-
rung des Thrombins in dem Ausgangsmaterial wah-
rend der Reinigung. In weniger reinen Produkten er-
héht die Anwesenheit von fremdartigen Plasmaprote-
inen (seien es bovine oder nicht autologe menschli-
che Proteine) das Risiko von mdglichen schweren
immunologischen Reaktionen des Patienten und be-
eintrachtigt typischerweise die Eigenschaften des
Produkts in der entgegengesetzten Richtung. Insbe-
sondere ermdglichen die gegenwartigen Reinigungs-
prozesse im wesentlichen nur eine sehr limitierte
Menge der Plasmareinigung bezogen auf die viralen
Verunreinigungen mit einem nicht zu akzeptierenden
Verlust von Thrombinaktivitat. AuRerdem eignen sich
viele Thrombinreinigungsverfahren, die als relativ ef-
fektiv im Labormafstab beschrieben werden, um the-
rapeutisch attraktive Thrombinprodukte bereitzustel-
len, nicht fir eine wirtschaftliche, groRindustrielle
Herstellung. Deshalb weisen Thrombinprodukte, die
fur die menschliche, klinische Anwendung vorge-
schlagen worden sind, verschiedenartig ein bedeu-
tendes toxisches Risiko auf, sind nicht bestandig
hoch wirksam und/oder erfordern schwierige bzw.
komplexe Herstellungsverfahren, die nicht adaptier-
bar sind fir die groRindustrielle Herstellung. Zusatz-
lich fehlt es den bekannten Reinigungsverfahren
oder den dadurch hergestellten Produkten an Vielsei-
tigkeit: z. B. konnen die Produkte aus praktischen
Grinden im Wesentlichen nicht fir die veterinare
Praxis verwendet werden und die Verfahren sind zu
komplex oder ineffektiv zur Verwendung in einem Kli-
nischen Einsatz fiir autologe Plasmareinigung.

2. Diskussion des Standes der Technik

[0005] Thrombin wird gewdhnlicherweise vom ro-
hen Thrombinprodukt mittels Chromatographie gerei-
nigt, wobei als Separationsmedia verschiedene lo-
nenaustauschpolymere, im Wesentlichen aktivierte
Polysacharide, wie z. B. Agarose, Dextran oder Cel-
lulose, verwendet werden. Um ein Thrombinprodukt
zu erhalten, das eine adaquate, hohe spezifische Ak-
tivitat ausgehend von rohem Thrombin als Aus-
gangsmaterial aufweist, wird typischerweise eine
mehrstufige Chromatographie eingesetzt, die alter-
nierend Anionen- und Cationenaustauschmedia ver-
wendet, z. B. DEAE (Diethylaminoethyl) Sepharose®
als Anionenaustauschmedium und CM- oder S-Se-
pharose® als Cationenaustauschmedium (siehe z. B.
US Patent 5,149,540 von Kunihiro et al., ausgegeben
am 22. September 1992 oder US Patent 4,965,203
von Silbering et al, ausgegeben am 23. Oktober
1990). Diese mehrfachen Chromatographieschritte
sind zeitaufwendig, erhdhen die Kosten des Verfah-
rens und sind oftmals nicht anwendbar flr die grof3in-
dustrielle Herstellung von eine therapeutische Quali-
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tatsstufe aufweisendem Thrombin.

[0006] Es ist ebenfalls bekannt, dass das Thrombin
im Laufe des Reinigungsprozederes behandelt wer-
den kann, um Lipoid enthaltende Virionen mit einer
Solvent-Detergent (SD) (- Lésungsmittel-Reinigungs-
mittel -) Zusammensetzung zu inaktivieren, die ein
nicht ionisches Reinigungsmittel und ein organisches
Lésungsmittel aufweist, das in der Lage ist, die vira-
len Lipoide zu zerreiRen bzw. abzuspalten und das
Virus zu inaktivieren, ohne das Thrombin zu denatu-
rieren. Obwohl solche gereinigten Thrombinprodukte
manchmal als ,virusfrei" bezeichnet werden (siehe z.
B. EP 0 443 724 A1, offengelegt am 28. August
1991), sind sie es oft nicht. Da die SD-Behandlung
des Thrombin enthaltenden Materials im wesentli-
chen wirksam ist, um umhiillte Virionen zu inaktivie-
ren, werden nicht-umhitillte Virionen, wie z. B. Parvo-
viren nicht inaktiviert durch dieses Verfahren, und ir-
gendwelche solcher Virionen, die in dem Ausgangs-
material vorhanden sind, werden durch den Reini-
gungsprozess hindurchgetragen und bleiben in dem
Thrombin-Endprodukt aktiv und stellen somit ein kli-
nisches Risiko dar. Obwohl dieses Problem erkannt
worden ist, ist es schwierig, dieses zu lésen, da an-
dere Standardverfahren zur viralen Inaktivierung, wie
z. B. Flitze- oder UV-Behandlung ebenso das Throm-
bin inaktivieren, mit einem unakzeptierbaren Verlust
an aktivem Thrombin fir kommerzielle Anwendun-
gen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Das erfindungsgemafe Verfahren stellt dem-
entsprechend mit gutem Ertrag ein lagerungsbestan-
diges, eine therapeutische Qualitatsstufe aufweisen-
des, Thrombinkonzentrat von hoher spezifischer Ak-
tivitat und niedriger Pyrogenizitat zur Verfigung, das
im Wesentlichen gereinigt ist, was die Virionen anbe-
trifft. Der Reinigungsprozess umfasst die Schritte von
1.) Inkubation von rohem Thrombin-Ausgangsmateri-
al mit einer Virizid-Zusammensetzung, um Lipo-
id-enthaltende, umhiillte Virionen zu inaktivieren; 2.)
Sequentielle lonenaustauschchromatographie des
inkubierten Materials mittels eines einzigen Katio-
nenaustauschmediums, das erhdhte Konzentratio-
nen von Salzlésung und eines Sulfalkyl-aktivierten
Polysacharid-Mediums, wie z. B. Agarose, Dextran
oder Zellulose, verwendet, das eine hohe selektive
Affinitat fur Thrombin aufweist, wobei ein Endeluat
gewonnen wird, das eine hochreine Salzlésung des
Thrombins beziiglich Verunreinigungen wie anderer
Blutproteine, Toxine, Lipoid enthaltender, umhullter
Virionen und Virizidriickstand aufweist. 3.) Austausch
des Phosphatchromatographiepuffers des Endeluats
fur einen physiologisch kompatiblen Formulierungs-
puffer, um eine Formulierungslésung des hochreinen
Thrombins bereitzustellen; 4.) Filtration der Throm-
bin-Formulierungsldsung Uber einen viralen Filter,
um die nicht Lipoid enthaltenden Virionen zu entfer-

nen; und 5.) Optionale Trockenhitzebehandlung des
gefilterten und gefriergetrockneten Thrombins, um
die Inaktivierung von irgendwelchen moglicherweise
verbliebenen Virionen (Infektidsen viralen Materia-
lien) sicherzustellen. Wassrige, salzhaltige Formulie-
rungspuffer mit einem PH-Wert von ungefahr 7,2 bis
7,4, die ein Zitronensauresalz und 1.) Bovines Albu-
min fir bovines Thrombin, das fir Veterindranwen-
dungen vorgesehen ist, oder 2.) Menschliches Albu-
min fur bovines und menschliches Thrombin, das fur
menschliche Anwendungen vorgesehen ist, werden
beispielhaft verwendet. Die Formulierungslésungen
der Erfindung (die im Detail unten naher beschrieben
werden) tragen weitgehend dazu bei, unter anderem,
die Thrombin-Enzymaktivitat ~ wahrend der
Nach-Chromatographiebehandlung und wahrend der
Lagerung zu stabilisieren; Die verwendete Formulie-
rung stabilisiert ebenso das Thrombin gegen Aktivi-
tatsverlust wahrend der antiviralen trockenen Hitze-
behandlung gemaf Schritt (5).

[0008] Das Produkt ist ein lagerungsbestandiges,
eine therapeutische Qualitatsstufe aufweisendes
Thrombin von hoher vitaler Sicherheit und spezifi-
scher Aktivitat fir im Wesentlichen klinische Anwen-
dung, einschlieBlich veterindre Anwendung. Die
hohe spezifische Aktivitat, gepaart mit guten Produk-
tertragen reflektiert die Wirksamkeit des Verfahrens
zum Reinigen von Rohthrombin beztglich verunreini-
gender Proteine oder fremder und mdglicherweise
toxischer Ausgangsmaterialkomponenten, Virizid-
rickstadnden und Virionen ohne wesentlichen Verlust
oder Inaktivierung des Ausgangsthrombins. Virizid-
rickstande von weniger als ungefahr 15 ppm sind ty-
pischerweise zu erreichen. Die Produktstabilitat ge-
gen bedeutenden Aktivitatsverlust fur wenigstens
eine einjahrige Lagerung bei ungefahr 4° Celsius
wurde erreicht. Das Verfahren ist fur Thrombin von je-
der nitzlichen Quelle anwendbar, insbesondere fir
menschliche und bovine, und ist im wesentlichen
nitzlich fur die industrielle Herstellung von eine the-
rapeutische Qualitatsstufe aufweisendem Thrombin.
Fur Anwendungen, in denen im wesentlichen eine
vollstandige vitale Sicherheit des Produktes nicht er-
forderlich ist, oder wo die vitale Sicherheit im Gbrigen
als ein Problem betrachtet wird, kann die vitale Filtra-
tion und Hitzebehandlung (Schritte 4 und 5) wegge-
lassen werden.

[0009] Insbesondere stellt die vorliegende Erfin-
dung ein Verfahren zur industriellen Herstellung einer
lagerungsbestandigen, eine therapeutische Quali-
tatsstufe aufweisenden Thrombinzusammenset-
zung, die im wesentlichen frei von Viren ist, zur Ver-
figung, das die folgenden Schritte aufweist:

a) das Erhalten von rohem Phrothrombin aus

Plasma,

b) das Umwandeln von Prothrombin in Thrombin,

um rohes Thrombin zu erhalten,

c¢) das Inkubieren von rohem Thrombin mit einem
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Virizid fir Lipoid enthaltende Viren in einer ausrei-
chenden Menge, um diese Viren, falls diese vor-
handen sind, zu deaktivieren,

d) das Reinigen des inkubierten Materials mittels
sequentieller  lonenaustauschchromatographie,
die ein singulares sulfalkyl-aktiviertes Polysac-
charid-Kationenaustauschmedium verwendet,
das eine hohe Selektivitat fur Thrombin aufweist,
und das Anheben der Konzentrationen einer
wassrigen Salzlésung als Elutionsmittel,

e) das Zuriickgewinnen des Thrombinpeakelua-
tes der Chromatographie und das Austauschen
der Salzlésung des Eluates flir einen physiolo-
gisch kompatiblen stabilisierenden Formulie-
rungspuffer zum Stabilisieren des zuriickgewon-
nenen Thrombins und das Zurlickgewinnen einer
Formulierungspufferldsung des Thrombins, wobei
Formulierungspufferldsung eine wassrige Losung
aus Citratsalz, Natriumchlorid, Tris-HCI und Se-
rumalbumin bei einem pH-Wert von ungefahr 7,3
aufweist, in Mengen, die ausreichend sind, das
Thrombin gegen wesentlichen Aktivitatsverlust
wahrend der Hitzebehandlung zu stabilisieren,

f) das Filtern der Thrombin-Formulierungspuffer-
I6sung Uber eine Hohlfaser-Kupferammoni-
um-Zellulosemembran, um die in der Formulie-
rungspufferlésung vorhandenen Virionen heraus-
zufiltern, und das Wiedergewinnen einer im we-
sentlichen virionenfreien Formulierungspufferlo-
sung des Thrombins, und

g) das Unterziehen der gefriergetrockneten
Thrombin-Formulierungspufferldsung einer Hitze-
behandlung bei 100°C fir 1 bis 2 h, um irgendwel-
che verbliebenen Virionen zu deaktivieren, ohne
das zuriickgewonnene Thrombin zu denaturieren,
wobei sowohl umbhitillte als auch nicht umhiillte Vi-
ren deaktiviert werden.

[0010] In einer Ausfihrungsform besteht die wassri-
ge Salzlésung in Schritt d) aus einer wassrigen Puf-
ferlésung, die KH,PO, und das Natrium- oder Kalium-
salz von HPO,™ und einen pH-Wert von ungeféahr 6,5
aufweist.

[0011] In einer Ausfiuhrungsform bestehen die an-
steigenden Konzentrationen einer wassrigen Salzl6-
sung in Schritt d) aus ansteigenden Konzentrationen
von 0,025M, 0,35M und 0,4M Puffer fur bovines
Thrombin und ansteigenden Konzentrationen von
ungefahr 0,025M, 0,15M, 0,20 und 0,25M Puffer fur
menschliches Thrombin.

[0012] In einer Ausfuhrungsform wird das einzige
bzw. singuléare sulfalkyl-aktivierte Polysaccharid-Kat-
ionenaustauschmedium aus der Gruppe ausgewahlt,
die aus einer sulfalkyl-aktivieren Polyagarose, einem
sulfalkyl-aktivierten Polydextran und einem nicht
komprimierbaren Verbundmedium von sulfalkyl-akti-

viertem Dextran und Kieselerde- bzw. Siliziumdioxid-
partikeln besteht.

[0013] In einer Ausfiihrungsform ist das Kationen-
austauschmedium ein im wesentlichen nicht kompri-
mierbares Verbundmedium von sulfoalkyl-aktiviertem
Dextran und Siliziumdioxidpartikeln.

[0014] In einer Ausfiihrungsform ist das Kationen-
austauschmedium ein im wesentlichen nicht kompri-
mierbares Verbundmedium von sulfopropyl-aktivier-
tem Dextran und Siliziumdioxidpartikeln.

[0015] In einer Ausflhrungsform ist die physiolo-
gisch kompatible, stabilisierende Formulierungspuf-
ferldsung zusammengesetzt aus einer wassrigen L6-
sung von ungefahr 0,25 % Natriumcitrat, 0,45 % Na-
triumchlorid, 0,25 % Tris-HCI, allesamt w/v (weight by
volume = Gewicht pro Volumen), Serumalbumin in ei-
ner Menge, die ungefahr dem 20-fachen der Gesamt-
proteinmenge in dem Thrombinpeakeluat entspricht
und die vor der Gefriertrocknung angepasst wird auf
2% wlv, und die einen pH-Wert von ungefahr 7,3 auf-
weist.

[0016] In einer Ausflihrungsform ist das Serumalbu-
min ein menschliches Serumalbumin, wenn das
Thrombin fir menschliche Anwendungen vorgese-
hen ist und das Serumalbumin ist ein bovines Serum-
albumin, wenn das Thrombin flr veterinare Anwen-
dungen vorgesehen ist.

[0017] In einer Ausflihrungsform wird Schritt d) bei
12 °C durchgefiihrt.

[0018] in einer Ausfuhrungsform ist das rohe
Thrombin bovines Thrombin, und hat das Thrombin-
produkt eine spezifische Aktivitat von wenigstens un-
gefahr 2000 NIH-Einheiten/mg natives bzw. naturli-
ches Protein und einem Virizid-Rickstand von weni-
ger als ungefahr 15 ppm.

[0019] In einer Ausfihrungsform ist das rohe
Thrombin menschliches Thrombin, und weist das
Thrombinprodukt eine spezifische Aktivitat von we-
nigstens ungefahr 1000 NIH-Einheiten/mg natives
bzw. natlrliches Protein und einen Virizid-Rickstand
von weniger als ungefahr 15 ppm auf.

Beschreibung der Erfindung

[0020] In einer beispielhaften Ausfiihrungsform der
Erfindung fir menschliche, klinische Anwendungen,
wird ein rohes, menschliches Thrombinpreparat zu-
erst mit einem lipoid-spaltenden bzw. zerstérenden
Virizid inkubiert, um die lipoidenthaltenden Virionen
zu inaktivieren. Das behandelte Praparat wird dann
sequentiell gereinigt mittels lonenaustauschchroma-
tographie unter Verwendung von Sulfopropyl Sphero-
dex® als das alleinige Adsorptionsmedium und an-
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steigenden Konzentrationen der Salzlésungen in je-
dem Durchgang, um ein Endeluat zu erhalten, das
eine konzentrierte Losung des Thrombins aufweist,
das im Wesentlichen gereinigt ist, was die aktiven, Li-
poid enthaltenden Virionen, verunreinigende Protei-
ne und Virizidrickstande betrifft. Zu der gesammel-
ten Thrombinpeaklésung wird stabilisierendes Albu-
min hinzugefiugt und wird dann der Chromatogra-
phiepuffer mittels Diafiltration ausgetauscht gegen
eine Formulierungspufferlésung. Die resultierende
Thrombin-Formulierungslésung, die die Formulie-
rungspufferkomponenten, Albumin, Wasser und ge-
reinigtes Thrombin aufweist, wird dann gefiltert, um
die nicht Lipoide enthaltenden Virionen zu entfernen.
Das viral gereinigte Thrombin wird dann auf die ge-
forderte Konzentration im Formulierungspuffer ver-
dinnt, die Endkonzentration des stabilisierenden Al-
bumins auf 2 % angepasst und die Lésung wird dann
steril gefiltert, gefriergetrocknet und bei ungefahr 4°
Celsius gelagert. Um ein virionfreies Produkt sicher-
zustellen, wird das viralgefilterte, gefriergetrocknete
Thrombin einer Trockenhitzebehandlung bei unge-
fahr 100° Celsius unterzogen, um irgendwelche ver-
bliebenen aktiven Viren zu inaktivieren.

Rohthrombinpraparat

[0021] Jedes geeignete Thrombin enthaltende Pra-
parat kann als Ausgangsmaterial fir das erfindungs-
gemale Verfahren verwendet werden, einschliel3lich
im Handel erhaltlicher Praparate bzw. Praparationen.
Die vorliegende Erfindung macht die sichere Verwen-
dung von menschlichem Plasma als Quelle von
Thrombin praktikabel, und fir menschliche klinische
Anwendung wird daher menschliches Plasma dem-
entsprechend im allgemeinen bevorzugt, da dieses
das Risiko von allergischen Reaktionen beim Emp-
fanger reduziert. Bovines Plasma istim Wesentlichen
bevorzugt als Ausgangsmaterial fliir Thrombinpro-
dukte entsprechend der Erfindung flr veterindren
Gebrauch. Wie dies in Fachkreisen bekannt ist, kann
rohes Thrombin aus angesauertem frischem Plasma,
Cryosupernatant, Supernatant nach der Salzausfal-
lung oder jeglicher anderen Plasmafraktion, die die-
ses Protein erhalt, erhalten werden. Ein beispielhaf-
tes Verfahren zur Herstellung eines Rohthrom-
bin-Ausgangsmaterials wie es fir die vorliegende Er-
findung nitzlich ist, ist in Ann. pharmaceutique fran-
gaise 48 (Teil 3): 129-1, 1990 beschrieben. Das be-
schriebene Verfahren umfasst im Wesentlichen die
Verdiinnung des Ausgangsplasmas oder der Aus-
gangsplasmafraktion mit destilliertem Wasser, um die
Salzkonzentration auf unter 10% der urspringlichen
frischen Plasmakonzentration zu reduzieren, wobei
der pH-Wert der verdiinnten Lésung auf ungefahr 5,3
eingestellt wird; Zentrifugieren der Losung, um eine
rohes Prothrombin enthaltende Ausféllung zu erhal-
ten; Auflésen der Ausfallung in einer NaCl-Lésung
mit Anpassung des pH-Wertes auf ungefahr 7,0; und
Zugabe von Kalziumionen zu der resultierenden L6-

sung beim Inkubieren fir wenigstens 2 Stunden bei
Raumtemperatur, um Prothrombin in Thrombin um-
zuwandeln. Die Thrombinlésung wird dann zentrifu-
giert, um ein Supernatant zur Verfugung zu stellen,
das rohes Thrombin enthalt, das fiir die Verwendung
als Ausgangsmaterial fur die Erfindung geeignet ist;
das Supernatant wird dann gemischt mit Virizid, wie
zuvor beschrieben, und die Ausfallung verworfen. In
einer bevorzugten Ausgestaltung, insbesondere ge-
eignet flr die industrielle Herstellung von Thrombin,
wird der zuvor beschriebene Prozess verbessert ent-
sprechend der vorliegenden Erfindung durch Ver-
wendung von Diafiltration, insbesondere Diafiltration,
die eine ungefahr 0,015M NaCl-L6sung anstelle von
Wasser als Nachflllpuffer bzw. Erganzungspuffer
verwendet, um die Salzkonzentration des Ausgangs-
plasmas zu reduzieren, wahrend ungefahr das Origi-
nalvolumen des Materials beibehalten wird; die Dia-
filtration kann entweder eine Konstantvolumen-Ultra-
filtration mit kontinuierlicher Zugabe von frischem
Puffer oder wiederholte Ultrafiltration mit Zugabe von
frischem Puffer nach jedem Konzentrationszyklus
sein. Dies reduziert wirksam die Salzkonzentration
des Ausgangsplasmas auf die gewiinschte GroRe,
wobei der sehr gro3e Anstieg des Volumens des zu
zentrifugierenden Materials, um eine rohe Prothrom-
binausfallung, die von der Verdiinnung entsprechend
dem Stand der Technik herrthrt, zu erhalten, vermie-
den wird.

Virizid

[0022] Jedes geeignete Virizid zur Inaktivierung von
Lipoid enthaltenden Viren, wie diese in Fachkreisen
bekannt sind, kann verwendet werden; Zusammen-
setzungen, die ein nicht-ionisches Reinigungsmittel
bzw. Detergent wie z. B. ein Tween® oder Span®-Se-
rien Polyoxyethylenesorbitan-Detergent und/oder ein
organisches Lésungsmittel aufweisen, wie z. B. ein
Di- oder Trialkylphosphat, welches die viralen Lipoide
abspaltet und die Lipoid enthaltenden Virionen inakti-
viert, ohne bedeutende Denaturierung des Throm-
bins, werden gegenwartig empfohlen. Solche Virizid-
zusammensetzungen werden hierin im Wesentlichen
als ,Solvent-Detergent" oder SD-Zusammensetzun-
gen bezeichnet. SD-Zusammensetzungen, die ein
Di- oder Trialkylphosphat optional in Kombination mit
einem nicht-ionischen Detergent als Nassmittel
und/oder Alkohol oder Ether aufweisen, die mit dem
verunreinigten Protein inkubiert werden, wie dies im
US Patent 4,540,573, ausgegeben am 10. Septem-
ber 1985 fur Neurath, et al, beschrieben ist, sind bei-
spielhaft. Entsprechend dem Verfahren der vorlie-
genden Erfindung, wird die ausgewahlte Solvent/De-
tergent bzw. Lésungsmittel/Reinigungsmittel-Zusam-
mensetzung mit dem rohen Thrombin-Ausgangsma-
terial vor der Chromatographie inkubiert, wobei wah-
rend der Chromatographie (unten) von Virizidriick-
standen und Verunreinigungen, insbesondere ande-
re Gerinnungsfaktoren, die in dem Ausgangsmaterial
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enthalten sind, entfernt werden. Eine bevorzugte
nicht-denaturierende SD-Zusammensetzung zur Ver-
wendung entsprechend der Erfindung basiert auf ei-
nem C,C,,-Tri-Alkylphosphat, wie z. B. Tri-n-Butyl-
phosphat und Polyoxylalkylene-Derivative eines Sor-
bit/Fettsaureteilesters, wie z. B. Tween 80° (Polyoxy-
lethylenesorbit Monooleat) bei einem physiologi-
schen pH-Wert.

lonenaustauschreinigung

[0023] Entsprechend der Erfindung wird das Virizid
behandelte Rohthrombin-Ausgangsmaterial mittels
sequentieller Sdulenchromatographie unter Verwen-
dung eines einzigen Adsorptionsmediums mit anstei-
genden Pufferkonzentrationen in jedem Durchgang
gereinigt. Nutzliche Chromatographieparameter sind
in Fachkreisen wohlbekannt; ein verbessertes Ver-
fahren entsprechend der vorliegenden Erfindung um-
fasst die Durchfiihrung der chromatographischen Se-
parierung bei einer Temperatur von ungefahr 12° Cel-
sius, statt in konventioneller Weise bei Raumtempe-
ratur (ungefahr 20° Celsius), was die Ertrage bedeu-
tend erhéht. Die chromatographische Reinigung des
Thrombins vom Rohthrombin-Ausgangsmaterial in-
kubiert mit Virizid wird hierin in Begrifflichkeiten der
Saulenchromatographie beschrieben; es kann je-
doch jede andere physikalische Anordnung verwen-
det werden, wie z. B. Patronen zum Kontaktieren des
Adsorptionsmedium mit dem Thrombinpraparat. Mit-
tels der erfindungsgemafen Verfahrensfihrung stellt
der lonenaustauschreinigungsprozess ein Thrombin-
produkt mit hoher spezifischer Aktivitat und gutem Er-
trag zur Verfliigung, der die hocheffiziente und -effek-
tive Reinigung des Rohtrombins bezuglich fremder
Materialien in dem Rohpraparat, insbesondere ande-
re Blutproteine oder bakterische Toxine und Virizid-
ruckstande widerspiegelt.

A. Adsorptionsmedien

[0024] Jegliche Kationen-Adsorptionsmedien, die
fur die Trennung des Thrombins von dem rohen, viri-
zidbehandelten Ausgangsmaterial geeignet sind, um
ein therapeutisches bzw. eine therapeutische Quali-
tatsstufe aufweisendes Produkt zur Verfigung zu
stellen, kann verwendet werden, insbesondere Medi-
en, die hochselektiv bezliglich des Thrombins sind,
wie z. B. Sepharose® oder SP-Sephadex®, die im
Handel erhaltlich sind von Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA. In einer Ausfiihrungsform der vorlie-
genden Erfindung, die insbesondere fir die industri-
elle Herstellung bevorzugt ist, wird Sulfopropyl-Sphe-
rodex®-Gel (erhéltlich von Sepracor Inc., Marlbo-
rough, MA, USA) als lonenaustauschmedium ver-
wendet. Dieses Medium ist ein nicht-komprimierba-
res, verbundstabiles Gel, das Siliziumdioxidpartikel
aufweist, die vollstdndig von dem sulfopropyl-akti-
viertem Dextran bedeckt sind, das sowohl eine hohe
Kapazitat fur die Thrombin-Adsorption als auch aus-

gezeichnete Flusseigenschaften aufweist, die eine
schnelle und wirksame Reinigung ermdglichen.
Ebenso kann das Medium nach der Verwendung
schnell und einfach erneuert werden durch Waschen
mit z. B. Natriumhydroxidlésung fir sowohl Hygieni-
sierung als auch Entfernung von Proteinen oder an-
derer Materialien von der Saule. Im allgemeinen wer-
den nicht-stabile Gele, wie z. B. SP-Sephadex und
vergleichbare Gele nicht empfohlen fir die groRtech-
nische Reinigung von Thrombin entsprechend der
vorliegenden Erfindung, da herausgefunden wurde,
dass bedeutend reduzierte FlielRraten wahrend der
Thrombinreinigung entsprechend der Erfindung
durch Komprimierung der Saule aufgrund der Flexibi-
litat dieser Medien bewirkt werden. Falls die Chroma-
tographie-Trennung bei 12° Celsius durchgefuhrt
wird, weist das Endchromatographieeluat eine Zu-
sammensetzung des bovinen Thrombins auf, das
eine spezifische Aktivitdt von wenigstens 2000
NIH-Einheiten pro mg natives bzw. natirliches Prote-
in (d. h. ausschlief3lich irgendeines zugefligten Prote-
ins wie z. B. stabilisierendes Serumalbumin, siehe
unten), aufweist, bei einem Ertrag von wenigstens
70% bis zu ungefahr 90% bovines Thrombin (unge-
fahr 265 000 NIH-Einheiten bovines Thrombin bis zu
ungefahr 340 000 Einheiten, ausgehend von 6
Gramm von im Handel erhaltlichen Rohthrombin ei-
ner spezifischen Aktivitat 100 NIH/mg), oder einer hu-
manen Thrombinzusammensetzung, die eine spezifi-
sche Aktivitdt von wenigstens ungefahr 1000
NIH-Einheiten pro mg natives bzw. natirliches Prote-
in (d. h. ausschlieBlich irgendeines zugefligten Prote-
ins, wie z. B. stabilisierendes Serum Albumin, siehe
unten) bei einem Ertrag von wenigstens ungefahr
70% bis zu ungefahr 90% menschlichem Thrombin
(wenigstens ungefdhr 150 000 NIH-Einheiten
menschliches Thrombin bis zu ungefahr 180 000 Ein-
heiten, ausgehend von 5 | von Plasma Supernatant
nach der Salzausfallung. Wenn die Chromatogra-
phietrennung bei 20° Celsius durchgefiihrt wird, be-
tragt die spezifische Aktivitdt des menschlichen
Thrombins wenigstens ungefahr 400 NIH-Einheiten
pro mg natives bzw. natlrliches Protein. Der Prozent-
verlust der Aktivitdt wahrend der S/D-Behandlung
und Batch-to-Batch-Variationen ist in dem angegebe-
nen Bereich der Einheiten eingeschlossen).

B. Chromatographiepuffer

[0025] Der Chromatographiepuffer kann eine wass-
rige Phosphatlésung aufweisen, die
KH,PO,/Na,HPO, (fir bovines Thrombin) und
KH,PO,/K,HPO, (fir menschliches Thrombin) auf-
weisen. Die Komponenten der individuellen Pufferlo-
sungen werden angemischt mit (vorzugsweise destil-
liertem) Wasser in im wesentlichen aquimolaren An-
teilen und dann werden monobasische und dibasi-
sche Phosphatldsungen in Anteilen gemischt, die
eine Endpufferlésung zur Verfligung stellen, die ei-
nen pH-Wert von im wesentlichen 6,5 aufweist. Die
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Saule wird zuerst abgeglichen mit einer niedrigen
Konzentration des Phosphatpuffers (ungefahr
0,025M), und gewaschen mit ansteigenden Konzen-
trationen desselben Puffers bis alles UV-absorbieren-
de Material herausgeltst ist.

[0026] Das Endeluat (Thrombinpeaklésung) wird
wiedergewonnen und wie zuvor beschrieben viral be-
handelt, um virale Sicherheit entsprechend der beab-
sichtigten Anwendung zu erzielen. Fir bovines
Thrombin wird die Saule bevorzugt mit drei anstei-
genden Konzentrationen des Puffers (ungefahr
0,025M, 0,35M und 0,4M) gewaschen; das dritte Wa-
schen mit 0,4M-Puffer ergibt bzw. 16st die Thrombin-
peaklésung heraus. Virizidriickstdnde und verunrei-
nigende Proteine werden wahrend der ersten zwei
Waschvorgange entfernt. Fir menschliches Throm-
bin wird die Saule bevorzugt mit vier ansteigenden
Konzentrationen von Puffer gewaschen (ungefahr
0,025M, 0,15M, 0,20M und 0,25M). Der vierte
Waschvorgang mit 0,25M-Puffer ergibt bzw. 16st die
Thrombinpeaklésung heraus. Virizidrickstdnde und
verunreinigende Proteine werden wahrend der ers-
ten drei Waschvorgange entfernt.

[0027] Alternativ kann die Chromatographie auch
mit einem linearen Gradienten der ansteigenden
Konzentration der Natriumchloridldsung durchgefiihrt
werden. Die Reinigung des menschlichen Thrombins
wurde erreicht durch Verwendung einer Saule, die
mit 80mM Alatriumchlorid abgeglichen ist und mit ei-
nem linearen Gradienten der Natriumchloridlésung
von ansteigenden Molaritaten (80 bis 150 mM) gewa-
schen wurde. Das Thrombin wird herausgel6st bzw.
eluiert in einer 400 mM Natriumchloridlésung. Dieses
Experiment wurde bei 20° Celsius durchgefihrt und
die spezifische Aktivitat war vergleichbar (500 NIH)
mit derjenigen, bei der gleichen Temperatur unter
Verwendung des ansteigenden Phosphatpuffer-
schrittgradienten (> 400 (NIH). Deshalb ist der Puffer
oder die Salzlésung, die wahrend der chromatogra-
phischen Reinigung verwendet wird, nicht kritisch,
vorausgesetzt, dass sie geeignet ist fur die Thrombin-
reinigung bezuglich ionischer Wirkungskraft und
pH-Wert. Deshalb kann der Fachmann leicht Aquiva-
lente zu den oben verwendeten Puffern und Salzl6-
sungen finden, um eine ahnliche Reinigung zu erzie-
len.

C. Pufferaustausch

[0028] Die wiedergewonnene Thrombinpeaklésung
von oben wird diafiltriert oder anders behandelt ent-
sprechend bekannter Methoden zum Austausch der
Chromatographie-Pufferldosung fir die Formulie-
rungspufferlésung. Jegliche Formulierungspufferlo-
sung, in der das Thrombin I6slich ist und die die
Thrombinlésung gegen die nachfolgend beschriebe-
nen Verfahrensschritte fur die beabsichtigte Anwen-
dung stabilisiert, kann verwendet werden, insbeson-

dere Lésungen von Tris-HCI (ungefahr 0,20 bis 0,30
w/w% der Gesamtzusammensetzung) in wassriger
Saline (ungefahr 0,40 bis ungefahr 0,50 w/w% Natri-
umchlorid der Gesamtzusammensetzung). Insbe-
sondere werden gute Ergebnisse entsprechend der
vorliegenden Erfindung zur Stabilisierung des
Thrombins gegen nachchromatographische virizidale
Behandlung und Lagerungsdegeneration erzielt, z.
B. durch Verwendung einer Formulierungspufferlo-
sung, die eine wassrige Losung von ungefahr 0,25%
Natriumcitrat, 0,45% Natriumchlorid, 0,25% Tris-HCI
(allesamt w/iv%); pH-Wert 7,3.

[0029] Fir beste Ergebnisse wird bovines oder
menschliches Serumalbumin (entsprechend der be-
absichtigten Verwendung) der Thrombinpeaklésung
zugeflihrt, bevor der Chromatographiepuffer mit der
Formulierungspufferldésung ausgetauscht wird, und
zwar in Mengen von ungefahr 20Mal dem Gesamtl6-
sungsprotein (d. h. ,nativen oder natlrlichen Prote-
in") auf einer Gewichtsprozentbasis. Die Endkonzen-
tration des Albumins wird um 2% (w/v) erhéht, nach-
dem die Thrombinlésung auf die gewunschte Kon-
zentration am Ende des Verfahrens unmittelbar vor
dem Beftllen verdinnt wird. Um die Puffer auszutau-
schen wird die wiedergewonnene Thrombinpeakl6-
sung vorzugsweise diafiltriert, unter Verwendung von
z. B. einer Menge des Formulierungspuffers der un-
gefahr gleich 8mal dem Volumen der Throminpeakl6-
sung entspricht und einer 30.000 Molekularge-
wicht-cut-off-Membran oder anderer herkdmmlicher
Membrane, die Thrombin (Molekulargewicht 36.000,
je nach Quelle leicht variierend) und Albumin (Mole-
kulargewicht 66.000, je nach Quelle leicht variierend)
zurlickhalten, jedoch keine kleineren Proteine. Wah-
rend verbesserte Ergebnisse durch Zugabe des Al-
bumins (oder weniger bevorzugt zur Zeit irgendwel-
ches andere stabilisierende Protein) zu jeder Zeit vor
der Lagerung erhalten werden kénnen, ist es bevor-
zugt, dass das Albumin in die Formulierungslésung
eingebracht wird, bevor diese fir die Chromatogra-
phiepufferlésung ausgetauscht wird, da das Albumin
zur Stabilisierung des Thrombins wahrend aller nach-
chromatographischen Schritte beitragt. Wie zuvor
beschrieben, ist es hdchst bevorzugt, dass das Albu-
min zu der Thrombinpeaklésung vor dem Pufferaus-
tauschschritt zugefihrt wird. Geeignetes Serumalbu-
min zur Verwendung in der Praxis entsprechend der
Erfindung ist im wesentlichen im Handel erhaltlich, z.
B. umfasst ein nitzliches menschliches Serumalbu-
min Plasbumin-257 (Miles Canada Inc., Etobicoke,
Ontario, Canada), das eine USP 25%-Albuminlésung
aufweist, die zusatzlich zwei Stabilisierungskompo-
nenten aufweist: 0,02M Acetyltryptophan und 0,02M
Natriumcaprylat, ohne Konservierungsmittel, herge-
stellt aus gesiedetem, menschlichen Venenplasma
unter Verwendung des Cohn-Kaltethanolfraktionie-
rungsvertahrens und einer Hitzebehandlung bei 60°
Celsius fir 10 Stunden gegen die Moglichkeit der
Ubertragung des Hepatitisviruses. In einem bevor-
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zugten Schritt entsprechend der vorliegenden An-
meldung wird ungeféhr 10 ml der Albuminlésung zu-
erst zu ungefahr 500 ml Thrombinpeaklésung zuge-
geben, gefolgt von einer Diafiltration der albumin-mo-
difizierten Peakldésung mit ungefahr 8mal der Menge
bzw. dem Volumen des Formulierungspuffers fiir den
Pufferaustausch. Durch diesen Schritt werden we-
nigstens ungefahr 99% gewdhnlich mehr als unge-
fahr 99,99% der niedermolekulargewichtigen Verun-
reinigungen durch den Formulierungspuffer ausge-
tauscht, die alle Proteine drinnen lassen, die groflier
sind als die Molekulargewicht-Cut-Off-Kapazitat der
Diafiltrationsmembran. Vorzugsweise wird menschli-
ches Serumalbumin fiir sowohl menschliches als
auch bovines Thrombin verwendet, das fir menschli-
che Anwendungen vorgesehen ist und bovines Se-
rum Albumin wird verwendet fiir bovines Thrombin,
das fur veterindre Anwendungen vorgesehen ist.

[0030] Abhangig von der beabsichtigten Verwen-
dung kann das gereinigte Thrombinprodukt im For-
mulierungspuffer von oben verwendet werden wie es
ist nach der Endformulierung, der sterilen Filtration
und der Gefriertrocknung, insbesondere als gereinig-
tes bovines Thrombin fiir veterinare Anwendung. Fur
menschliche Anwendungen wird das Produkt vor-
zugsweise einer weiteren viralen Reinigung unterzo-
gen, wie folgt:

D. Virale Filtration

[0031] Um das Thrombin bezuglich der nicht-lipoid
enthaltenden Viren weiter zu reinigen, wird das wie-
dergewonnene Thrombin im Formulierungspuffer,
vorzugsweise inklusive Serumalbumin oder anderem
stabilisierendem Protein, Uber einer Hohlfasermemb-
ran gefiltert, wie z. B. einer BMM mikroporésen Mem-
bran (Bemberg Microporous Hembrane Develop-
ment, Asahi Chemical Industries), die eine Kupfe-
rammonium regenerierte Cellulosefaser umfasst, die
eine Porengrof3e von ungefahr 15 nm des Typs, her-
gestellt durch Asahi Chemical Industries, Tokyo, Ja-
pan und verkauft unter der Marke Planova BMM auf-
weist. Diese Technik entfernt im wesentlichen die
nicht-lipoid enthaltenden Virionen, die nicht mittels
der SD-Behandlung des Verfahrens inaktiviert wer-
den kénnen. Der Filter ist insbesondere geeignet zur
Thrombinreinigung, da er eine hohe Konzentration
des Thrombins bei einem niedrigen Volumen der L6-
sung bewerkstelligen kann: z. B. ausgehend von 5 Li-
tern humanem Plasma wurde ein Volumen von unge-
fahr 125 ml der erhaltenen gereinigten Thrombinl6-
sung (600-800 NIH/ml) gefiltert unter Verwendung ei-
nes 0,01 gm, 15nm Planova BMM-Filters. Unter die-
sen Bedingungen betrug die getestete Rate der Ent-
fernung von kleinen Polioviren mehr als 7 Log's.

E. Trockenes Erhitzen

[0032] Wahrend die beschriebene SD-Behandlung

typischerweise zwischen 4 und 6 Log's der Lipoid
enthaltenden, umhdillten Viren und die 15 nm virale
Filtration zwischen 4 und 8 Log's von samtlichen die
SD-Behandlung Uberlebenden, kleinen Viren ent-
fernt, kénnen, um die virale Sicherheit sicherzustel-
len, die in Ampullen gefriergetrockneten Thrombin-
praparate zusatzlich einer trockenen Hitzebehand-
lung bei ungefahr 100° Celsius fir ungefahr 1 bis 2
Stunden unterzogen werden. Ein niedriger Feuchte-
gehalt des Produkts wahrend der Behandlung ist
wichtig, um eine unnétige Deaktivierung des Throm-
bins zu vermeiden.

BEISPIELE

Beispiel I. Mit Lésungsmittel-Reinigungsmittel behan-
delte bovine Thrombinproduktion.

[0033] 6 g des handelsiblichen bovinen Rohthrom-
bins (erhalten von GenTrac, Inc. Middleton, WI,
USA), das eine spezifische Aktivitat von 100 NIH auf-
weist, wurde in 75 ml eines wassrigen Puffers, ent-
haltend 1 % Tris-HCI und 1,62% Natriumcitrat (alle
w/v%), pH-Wert 7,0 aufgelost. 75 ml der wassrigen
Lésungsmittel-Reinigungsmittel-Lésung wurde zuge-
geben (1 % Tris-HCI, 1,62% Natriumcitrat, 2% Tween
80® 0,6% Tri-n Butylphosphat (TnBP), allesamt
w/v%; pH-Wert 7,0) und die Mischung wurde fir 6
Stunden bei 25° Celsius geruhrt.

[0034] Die Mischung wurde direkt einer Sulfopro-
pyl-Spherodexsaule (2,5 cm x 13 cm, Pharmacia) zu-
gefuhrt, abgeglichen mit 0,025M KH,PO,/Na,HPO, in
wassriger Lésung (hergestellt wie zuvor beschrie-
ben), bei einem pH-Wert von 6,5. Die Saule wurde
gewaschen mit 3 ansteigenden Konzentrationen die-
ses Puffers (0,025M, 0,35M und 0,4M allesamt bei ei-
nem pH-Wert von 6,5) bis alles UV absorbierende
Material herausgel6st war. Das herausgeléste Mate-
rial mit den 0,025M und 0,35M Puffern enthielt
SD-Mischungskomponenten und verunreinigende
Proteine und wurde verworfen. Die dritte Elution mit
dem 0,4M-Puffer enthielt gereinigtes, mit Losungs-
mittel-Reinigungsmittel antiviral behandeltes bovines
Thrombin einer spezifischen Aktivitat von gréf3er als
2.000 NIH-Einheiten pro mg Protein, mit einem 70 bis
90%igem Ertrag. Die Reinigung wurde durchgefihrt
bei 12° Celsius. Bovines Serumalbumin wurde der
gesammelten Thrombinpeakldsung zugefuhrt in ei-
ner Menge gleich 20mal dem Gesamtprotein, und die
resultierende Losung wurde einer 8fachen Volu-
men-Diafiltration unter Verwendung einer 30.000 Mo-
lekulargewicht-Cut-Off-Membran (Amicon YM 30
Membran, Amicon Division, W.R. Grace & Co.-Conn.,
Beverly, Massachusetts, USA) unterzogen, mit einem
Austausch des Chromatographiepuffers mit dem fol-
genden Formulierungspuffer: 0,25% Natriumcitrat,
0,45% Natriumchlorid, 0,25% Tris-HCI (Trishydroxy-
methyl) (Aminomethan Hydrochlorid) (alle Mengen in
w/v%), in einer wassrigen Lésung bei einem pH-Wert
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von 7,3. Nach der Diafiltration wurde die Thrombinl6-
sung auf eine Konzentration von 220 NIH/ml mit dem-
selben Formulierungspuffer verdiinnt, wurde der bo-
vine Serumalbumin-Anteil auf 2% erhoéht und wurde
die Loésung steril gefiltert, in Ampullen gefillt und ge-
friergetrocknet. Die Ampullen wurden bei 4° Celsius
gelagert. Vor der Zugabe des Serumalbumins war die
thrombinspezifische Aktivitdt grofRer als 2.000
NIH/mg Protein. Der SD-Rickstand, derin 1 ml Was-
ser vorhanden war, betrug: Tween 80 < 15ppm; TnBP
< 15 ppm. Jede der Ampullen war gefullt mit 220
NIH-Einheiten des bovinen Thrombins. Beschleunig-
te Stabilitatsstudien bei 37° Celsius flir 2 Monate
(entsprechend 6 Monaten bei 4° Celsius) zeigten kei-
nen bedeutenden Verlust der Thrombinaktivitat.

Beispiel Il. Doppelt antiviral behandeltes menschili-
ches Thrombin

[0035] Funf Liter einer menschlichen Plasmafrakti-
on, das ubrig geblieben ist nach einer Salzausfallung
des Coagulationsproteins, wie es in der Herstellung
des Fibrinversieglers verwendet wird, wurde entspre-
chend dem in Ann. Pharmaceutique Frangaise,
op.cit., Supra., beschrieben ist, verarbeitet, unter
Verwendung eines Diafiltrationsschrittes, wie oben
beschrieben, anstelle des berichteten Verdinnungs-
vorgangs. Die Ausgangsplasmafraktion wurde diafilt-
riert mit 0,015M Natriumchlorid-wassriger Losungs-
konzentration zu ungefahr 10% der Originalkonzent-
ration in frischem Plasma und der pH-Wert wurde an-
gepasst auf 5,3 mit 2%iger Essigsaure und die Mi-
schung wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Material wurde dann fir 20 Minuten bei
4.200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und die
resultierende Ausfallung in 250 ml von 0,9%igem Na-
triumchlorid pro Liter Plasma aufgeldst mit einer An-
passung des pH-Wertes auf 7,0 mit 2%igem Natrium-
carbonat. Prothrombin wurde durch Zugabe von Kal-
ziumchlorid zu Thrombin umgewandelt, um eine End-
konzentration von 21 mM zu erhalten, gefolgt von ei-
ner Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 Std. zentri-
fugieren bei 4.200 Umdrehungen pro Minute fur 20
Minuten. 200.000-250.000 NIH-Einheiten des Roh-
thrombins wurden aus 5 | der Ausgangsplasmafrakti-
on erhalten.

[0036] Die Proteinkonzentration des Rohthrombin-
praparats wurde auf ungefahr 10-15 mg/ml ange-
passt und die Losung wurde der Losungsmittel-Reini-
gungsmittel-Antiviralbehandlung unterworfen durch
Zugabe eines gleichen Volumens der folgenden
SD-Zusammensetzung: Wassrige Losung von 1 %
Tris-HCI, 1,62% Natriumcitrat, 2% Tween 80° (Sigma
Chemical Co.) und 0,6% Tri-n-Butylphosphat (alle-
samt w/v%) unter Rihren fir 6 Stunden bei 25° Cel-
sius.

[0037] Nach der Inkubation wurde das Rohthrom-
binmaterial direkt einer Sulfopropyl-Spherodex-Saule

(5 cm x 13 cm, Pharmacia) zugefihrt und abgegli-
chen mit einem 0,025M Phosphatpuffer wie in Bei-
spiel 1. Die Saule wurde gewaschen mit 4 ansteigen-
den Konzentrationen Phosphatpuffer (unten) bis al-
les UV-absorbierende Material herausgel6st war.

[0038] Das herausgeloste Material mit den ersten
drei Puffern (0,025M, 0,15M, und 0,20M) enthielt
SD-Mischungskomponenten und verunreinigende
Proteine und wurde verworfen. Die vierte Elution mit
0,25 M-Puffer enthielt gereinigtes SDantiviral behan-
deltes menschliches Thrombin der spezifischen Akti-
vitat von 1.200 NIH-Einheiten pro mg Protein, erhal-
ten mit 90% Ertrag. Die Chromatographie wurde bei
12° Celsius durchgefiihrt. Zu der gesammelten
Thrombinpeakldsung wurde eine Ldsung des
menschlichen Serumalbumins, das fir menschliche
Verwendung (Plasbumin-25)® genehmigt ist, in einer
Menge gleich 20mal (bezogen auf das Gewicht) des
Gesamtproteins zugefiihrt, das in der Thrombinpeak-
I6sung vorhanden ist, und die Losung wurde einer
achtmaligen Volumendiafiltration unterzogen unter
Verwendung einer 30.000 Molekularge-
wicht-Cut-Off-Membran und des folgenden sterilen
Formulierungspuffers: 0,25% Natriumcitrat, 0,45%
Sodiumchlorid, 0,25% Tris-HCI (allesamt w/v%) in
wassriger Losung, pH-Wert 7,3.

[0039] Die Thrombinlésung wurde dann antiviral ge-
filtert unter Verwendung eines 0,01 gm (Filtrierbe-
reich), 15 nm (PorengréRRe) Planova BMM Filters
(Asahi Chemical Co., oben) und einem Druck von 10
psi. Das gefilterte Thrombin wurde mit dem selben
sterilen Formulierungspuffer auf die erforderliche
Konzentration (in diesem Fall 220 NIH/ml) verdunnt,
die menschliche Albuminkonzentration wurde auf 2%
erhéht, die Lésung wurde steril gefiltert, in Ampullen
geflllt, gefriergetrocknet und bei 4° Celsius gelagert.
Die Ampullen waren gefillt mit 200 NIH-Einheiten
des menschlichen Thrombins und beschleunigte Sta-
bilitatsstudien wurden bei 37° Celsius fir 2 Monate
durchgefiihrt, was 6 Monaten bei 4° Celsius ent-
spricht. Keine bedeutsamen Verluste der Thrombin-
aktivitat wurden beobachtet (gemessen mittels Stan-
dard-Gerinnungsverfahren). Daher wurde die spezifi-
sche Aktivitat des Produkts wahrend der Lagerung
beibehalten.

Beispiel Ill. Dreifach antiviral behandeltes menschli-
ches Thrombin

[0040] Die Ampullen, die gefriergetrocknetes
menschliches Thrombin enthalten, wurden einer Er-
hitzung bei 100° Celsius fur 1 bis 2 Stunden unterzo-
gen. Kein Verlust der Thrombinaktivitadt wurde beob-
achtet.

[0041] Die in den Beispielen I, Il und Ill beispielhaft
dargelegten Verfahren sind grof3technisch fiir die
kommerzielle Produktion verwendbar.
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Patentanspriiche

1. Ein Verfahren zur industriellen Herstellung ei-
ner lagerungsbestandigen, eine therapeutische Qua-
litatsstufe aufweisenden Thrombinzusammenset-
zung, die im wesentlichen frei von Viren ist, umfas-
send die folgenden Schritte:

a) das Erhalten von rohem Prothrombin aus Plasma,
b) das Umwandeln von Prothrombin in Thrombin, um
rohes Thrombin zu erhalten,

¢) das Inkubieren von rohem Thrombin mit einem Vi-
rizid fur Lipoid enthaltende Viren in einer ausreichen-
den Menge, um diese Viren, falls diese vorhanden
sind, zu deaktivieren,

d) das Reinigen des inkubierten Materials mittels se-
quentieller lonenaustauschchromatographie, die ein
singulares sulfalkyl-aktiviertes Polysaccharid-Katio-
nenaustauschmedium verwendet, das eine hohe Se-
lektivitat fr Thrombin aufweist, und das Anheben der
Konzentrationen einer wassrigen Salzldsung als Elu-
tionsmittel,

e) das Zuruckgewinnen des Thrombinpeakeluates
der Chromatographie und das Austauschen der Salz-
I6sung des Eluates flr einen physiologisch kompatib-
len stabilisierenden Formulierungspuffer zum Stabili-
sieren des zurtickgewonnenen Thrombins und das
Zuriickgewinnen einer Formulierungspufferlésung
des Thrombins, wobei die Formulierungspufferlo-
sung eine wassrige Lésung aus Citratsalz, Natrium-
chlorid, Tris-HCI und Serumalbumin bei einem
pH-Wert von ungefahr 7,3 aufweist, in Mengen, die
ausreichend sind, das Thrombin gegen wesentlichen
Aktivitatsverlust wahrend der Hitzebehandlung zu
stabilisieren,

f) das Filtern der Thrombin-Formulierungspufferlo-
sung uber eine Hohlfaser-Kupferammonium-Zellulo-
semembran, um die in der Formulierungspufferlo-
sung vorhandenen Virionen herauszufiltern, und das
Wiedergewinnen einer im wesentlichen virionenfrei-
en Formulierungspufferlésung des Thrombins, und
g) das Unterziehen der gefriergetrockneten Throm-
bin-Formulierungspufferlésung einer Hitzebehand-
lung bei 100°C fur 1 bis 2 h, um irgendwelche verblie-
benen Virionen zu deaktivieren, ohne das zurlickge-
wonnene Thrombin zu denaturieren, wobei sowohl
umhillte als auch nicht umhillte Viren deaktiviert
werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die wass-
rige Salzldésung in Schritt d) aus einer wassrigen Puf-
ferlésung besteht, die KH,PO, und das Natrium- oder
Kaliumsalz von HPO,™ und einen pH-Wert von unge-
fahr 6,5 aufweist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die
ansteigenden Konzentrationen einer wassrigen Salz-
I6sung in Schritt d) aus ansteigenden Konzentratio-
nen von ungefahr 0,025 M, 0,35 M und 0,4 M Puffer
fur bovines Thrombin und ansteigenden Konzentrati-
onen von ungefahr 0,025 M, 0,15 M, 0,20 und 0,25 M

Puffer fir menschliches Thrombin bestehen.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
bei dem das singulare sulfalkyl-aktivierte Polysac-
charid-Kationenaustauschmedium aus der Gruppe
ausgewahlt wird, die aus einer sulfalkyl-aktivierten
Polyagarose, einem sulfalkyl-aktivierten Polydextran
und einem nicht komprimierbaren Verbundmedium
von sulfalkyl-aktiviertem Dextran und Kieselerde-
bzw. Siliziumdioxidpartikeln besteht.

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem das Kati-
onenaustauschmedium ein im wesentlichen nicht
komprimierbares Verbundmedium von sulfoalkylakti-
viertem Dextran und Siliziumdioxidpartikeln ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem das Kati-
onenaustauschmedium ein im wesentlichen nicht
komprimierbares Verbundmedium von sulfopropylak-
tiviertem Dextran und Siliziumdioxidpartikeln ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die physi-
ologisch kompatible, stabilisierende Formulierungs-
pufferldésung zusammengesetzt ist aus einer wassri-
gen Loésung von ungeféahr 0,25 % Natriumcitrat, 0,45
% Natriumchlorid, 0,25 % Tris-HCI, allesamt w/v (Ge-
wicht pro Volumen), Serumalbumin in einer Menge,
die ungefahr dem 20-fachen der Gesamtproteinmen-
ge in dem Thrombinpeakeluat entspricht und die vor
der Gefriertrocknung angepasst wird auf 2 % w/v, und
die einen pH-Wert von ungefahr 7,3 aufweist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem das Se-
rumalbumin ein menschliches Serumalbumin ist,
wenn das Thrombin flir menschliche Anwendungen
vorgesehen ist und bei dem das Serumalbumin ein
bovines Serumalbumin ist, wenn das Thrombin fir
veterindre Anwendungen vorgesehen ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
bei dem Schritt d) bei 12 °C durchgefuhrt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
bei dem das rohe Thrombin bovines Thrombin ist,
und bei dem das Thrombinprodukt eine spezifische
Aktivitat von wenigstens ungefahr 2000 NIH-Einhei-
ten/mg natives bzw. natirliches Protein und einem
Virizid-Ruckstand von weniger als ungefahr 15 ppm
aufweist.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9,
bei dem das rohe Thrombin menschliches Thrombin
ist, und bei dem das Thrombinprodukt eine spezifi-
sche Aktivitdt von wenigstens ungefahr 1000
NIH-Einheiten/mg natines bzw. naturliches Protein
und einen Virizid-Rickstand von weniger als unge-
fahr 15 ppm aufweist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen

10/10



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche

