(19)

(10)

(12)
(21)
(31)

SUOMI - FINLAND

(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS 22
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (23
FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (41)
(43)
(86)

"

(72)

(74

(54

F1 903366 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 903366

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification (IPCS)

CO7K 3/22

CO7K 15/06

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 19.10.1989
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 04.07.1990
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 04.07.1990
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 19.10.1989 PCT/EP1989/001247
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

05.11.1988 EP 88118478

Hakija - S6kande - Applicant

1+Octapharma AG, Bankstrasse 7 CH-8750 Glarus, Switzerland, SVEITSI, (CH)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1 +Smith, Andrew, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention
Menetelma erittdin puhtaan, ei tartuttavan antihemofiliatekijan valmis tamiseksi kromatografoinnilla

Forfarande for framstéllning av en mycket ren icke infektios antihemof ilifaktor genom kromatografi



4e Pese seve oF
.

o«
oo [X]

.. .
¢ eee oae

10

15

20

25

30

35

Menetelmd erittdin puhtaan, ei tartuttavan antihemofilia-

tekijén valmistamiseksi kromatografoinnilla

Keksintd koskee menetelmdd erittéin puhtaan, infek-
tioita aiheuttamattoman antihemofiliatekij&n (AHF eli te-
kij& VIII) valmistamiseksi veriplasmasta ké&dsittelemdlli
tekijd VIII:n suhteen rikastettua fraktiota bioyhteensopi-
villa orgaanisilla liuottimilla/detergenteilld ja sit&d
seuraavia puhdistusvaiheita.

EP-hakemusjulkaisussa 0 238 701 kuvataan menetelmid
erittdin puhtaan, infektioita aiheuttamattoman antihemofi—
liatekijdn valmistamiseksi, jolloin esikésitellyt fraktiot
ovat kryopresipitaattina ja ne vapautetaan etanolisaostuk-
sen avulla fibrinogeenistd, globuliineisti, albumiineista
ja muista hd@iritsevistd aineosista. Rikastus kryopresipi-
taatista on vdlttamattntd, koska materiaalissa on tekijaa
VIII vain d8rimmdisen pienind mddrind. Tidm38 rikastusvaihe
vaikuttaa kuitenkin haitallisesti AHF:n pitoisuuteen lop-
putuotteessa. T&hdn asti kéytetdvissd olevilla menetelmil-
18 tekijd VIII:n valmistamiseksi saadaan vain pienii mii-
rid wvaikuttavaa ainetta. Kayttdm&lla t&h&8nastisilla ta-
voilla valmistettua tekij&ad VIII potilasta kuormitetaan
sen vuoksi suurilla m#8&8rill& antigeenisid aineita. Tamia
menetélménvaihe ei ole varma. Sen vuoksi on tehty runsaas-
ti yrityksid rikastaa tekijd VIII erotusmenetelmien avul-
la. On yritetty saada affiniteettikromatografian avulla
tekijdn VIII vastaisilla el&inalkuperdd@ olevilla wvasta-
aineilla tuotteita, joilla on suurempi ominaisaktiivisuus.
T&m& menetelmd on kuitenkin hyvin kallis ja suurikustan-
nuksinen. Toisaalta se ei ole mydsk&sn vaaraton, koska jo-
kaisessa kromatografisessa erotuksessa pylvddstd pestdan
tietty mddrda eldinperdistd valkuaisainetta.

EP-patenttihakemuksessa 88 108 458.6 ehdotetaan
kryopresipitaation virusinaktivoinnin jédlkeen suoritetta-
vaksi kromatografista erottamista ioninvaihtimien avulla.
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Tdmd tosin johtaa saannon kohoamiseen valmistettaessa te-
kijaa VIII, mutta siihen liittyy kryopresipitaatio.
Kryopresipitaation menetelm@nvaihe on haitallinen, koska
silloin ei saavuteta veriplasmassa olevan tekijda VIII:n
kvantitatiivista saostumista, niin ettd tdytyy ottaa huo-
mioon suuret saantohdvidt.

Keksinndn perustana on tehtdvd saada aikaan mene-
telmd8 erittdin puhtaan, bioyhteensopivilla orgaanisilla
liuottimilla/detergenteills k&sittelemdlls saatavan infek-
tioita aiheuttamattoman antihemofiliatekij&n (AHF eli te-
kij& VIII) valmistamiseksi veriplasmasta, niin ettd saanto
on hyvd ja biologinen aktiivisuus proteiinin painoyksik-
kdd kohti on suuri. Toisena tehtdvand on valttdsa kryopre-
sipitaatio.

Tamd tehtdvd voidaan yll&attavasti ratkaista yksin-
kertaisella tavalla niin, ettd tekij&lla VIII rikastettu
fraktio saadaan kromatografisella menetelmdlli.

Erddssd keksinntn mukaisen menetelmédn edullisessa
suoritusmuodossa saavutetaan suurempi tekij&n VIII saanto,
kun tekniikan tason mukaisen kryopresipitaation sijasta
suoritetaan geelipermeaatiokromatografointi ioninvaihtoma-
teriaaleilla. T&116in pakastettu plasma sulatetaan vesi-
hauteessa. Niin pian kuin on saavutettu tietty lampttila,
joka on edullisesti 25 °C, plasma laimennetaan edullisesti
50 tilavuusprosentilla vettd ja suodatetaan. Sen jadlkeen
ndin ké&sitellylle plasmalle suoritetaan geelipermeaatio-
kromatografointi ioninvaihtomateriaalilla kuten esimerkik-
si Fractogel®-DEAE-hartsilla. Fractogel® on hydrofiilinen
kromatografointimateriaali, joka perustuu oligoetyleeni-
glykolien, glysidyylimetakrylaattien ja pentaerytrolidi-
metakrylaattien kopolymeraatteihin. Pylvdidssd oleva erot-
tava materiaali tasapainotetaan etukdteen glysiini&, nat-
riumsitraattia, natriumkloridia ja hepariinia sisdltdvdlla
puskurilla. Puskurilla on edullisesti seuraava koostumus:
10 ~ 50 mM natriumkloridia, 2 - 18 mM natriumsitraattia,
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30 - 210 mM glysiinid ja 20 - 180 U/l hepariinia. Ta&lla
puskurilla saavutetut ionivahvuusolosuhteet johtavat sii-
hen, ettd tekijd VIII adsorboituu pylvasmateriaaliin. Muut
veriplasman aineosat erottuvat pesem&lld muutamalla pyl-
vdantilavuudella kantajapuskuria, jonka pH-arvo on 6,5 -
6,9.

Sen jdlkeen muutetaan puskuriolosuhteita kohotta-
malla suolapitoisuutta, edullisesti keittosuolapitoisuut-
ta. Td&md voi tapahtua keskeytymdttomédsti tai jaksoittain.
Edullisesti natriumkloridipitoisuutta kohotetaan edelléd
esimerkkind esitetyssd@ puskurisysteemissd kolmessa vai-
heesssa arvoihin 20 - 80 mM, 30 - 180 mM ja 40 - 360 mM.
Pylviasmateriaali pest&an useita kerfoja suuremman suola-
pitoisuuden omaavilla puskureilla, jolloin epadpuhtaudet
poistuvat. Tekijad VIII eluoituu silloin suurina ionivah-
vuuksina.

Tekij&n VIII sis&ltdvd fraktio otetaan talteen ja
stabiloidaan 1is88m&lld ihmisalbumiinia. Edullisesti ihmi-
sen seerumalbumiinin (HSA) pitoisuus on 1 mg/ml. Sen j&l-
keen liuos voidaan k&sitelld alumiinihydroksidilla pro-
trombiinikompleksitekijtiden j&&nntsten poistamiseksi. Sen
jédlkeen suoritetaan suodatus.

Virusinaktivointi suoritetaan menetelm&dlld, jota
kuvataan EP-hakemusjulkaisussa 131 740, kdsittelem&lls
bioyhteensopivilla orgaanisilla liuvottimilla/detergenteil-
14, edullisesti Tween/TNBP (tri-n-butyylifosfaatti). Hy-
vid tuloksia saavutetaan my8ds natriumkolaatilla TNBP:114.

Keksinndn erddsséd toisessa edullisessa suoritusmuo-
dossa saavutetaan suurempi tekijdn VIII saanto ominaisak-
tiivisuuden ollessa suurempi suorittamalla virusten pois-
tamisen j&@lkeen ndytteelle geelipermeaatiokromatografointi
ioninvaihtomateriaaleilla.

Virusten inaktivoinnin jdlkeen k&sittelem&tdn frak-
tio voidaan laimentaa ja suodattaa.

K. Woods ja Th. Orme kuvaavat EP-hakemusjulkaisussa

0 239 859, ettd on edullista virusten poistamisen tai in-
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aktivoinnin jadlkeen ja ennen kromatografista erotusta uut-
taa naytettd 61jyillsd, edullisesti soijatljylls, risiini-
6ljylla ja/tai puuvillansiementljylla.

Sellaisessa tapauksessa, ettd l&htSaineena ei k&y-
tet&d sulatettua tai tuoretta veriplasmaa vaan kaupallista
kryopresipitaattia, on edullista menetelld seuraavalla
tavalla: kaupallinen kryopresipitaatti sulatetaan huoneen-
lampbtilassa 3 - 4 tunnin aikana ja jaetaan noin 1 - 2
cm:n palasiin. N&m8 palaset suspendoidaan l&mp&tiloissa
10 - 25 °C sekoittamalla noin kaksinkertaiseen tilavuu-
teen vettd, joka sisdltdd 1 - 3 U/ml hepariini-natriumia.
Suspension pH sdddetdédn 0,1 M etikkahapolla vadhint&in ar-
voon 7,0 - 8, edullisesti 7,0 - 7,1. Sekoitetaan 15 - 60
min, edullisesti 30 min huoneenlémpdtilassa. Sen j&lkeen
lisdtddn noin 108 g 2-prosenttista alumiinihydroksidisus-
pensiota kilogrammaa kohti kryopresipitaattia ja sekoite-
taan 1 - 10 min, edullisesti 5 min huoneenl&mp®ttilassa.
Hapolla, edullisesti 0,1 M etikkahapolla, happopitoisuus
sgddetdsdn pH-arvoon 6,0 - 7,0, edullisesti 6,5 - 6,6. Nidy-
te jasdhdytetdsn lampotilaan 10 - 18 °C, edullisesti 14 -
16 °C. Sentrifugoidaan té&dssd lamp6dtilassa, esimerkiksi
Sharples AS-16 (Cepa 61) -sentrifuugissa kdyttiden nopeutta
1,0 1/min. Sen jdlkeen suoritetaan ylitteen suodatus esi-
merkiksi k&yttden Pall AB-1 UOl0ZP -suodatinta. Sentrifu-
goinnin ja suodatuksen jdlkeen seuraa edullisesti virusten
inaktivointi. Erityisen edulliseksi on osoittautunut vi-
rusten inaktivointi Tween/TNBP:n (tri-n-butyylifosfaatti)
avulla. Hyvi& tuloksia saavutetaan myds natriumkolaatti/
TNBP:114. Tween/TNBP tai natriumkolaatti/TNBP-seos voidaan
taas poistaa esimerkiksi 6ljyuuton avulla.

Virusten inaktivoinnin jdlkeen ndyte siirret&dén
kromatografiapylvdiseen, jossa on geelipermeaatiomateriaa-
lia, jolla on ioninvaihtoaktiivisuutta, kuten esimerkiksi
Fractogel®-DEAE. Pylvdin Kkapasiteetin tulee olla sellai-

nen, ettd pylvdadssd on 1 kilogrammaa kohti kryopresipi-
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taattia 0,5 kg pylvasmateriaalia. Ndyte sybtetddn pylvad-
seen ja pestddn puskurilla. Ndytteen eluoinnin jdlkeen
puskurilla, jolla on suurempi ionivahvuus, saatu tuote
laimennetaan tarvittaessa matalamman suolapitoisuuden
omaavalla puskurilla pH-arvoon 6,5 - 7,5, edullisesti
6,9 - 7,1. Sen jdlkeen suoritetaan vield suodatus edulli-
sesti nitroselluloosasuodattimilla, minkd j&dlkeen suorite-
taan steriilisuodatus.

Kdyttédmédlld keksinndén mukaisia toimenpiteitd on
ollut ensimmdistd kertaa mahdollista valmistaa saannon
ollessa suuri erittdin puhdasta antihemofiliatekij&d, jol-
la on t&h&dn asti saavuttamaton ominaisaktiivisuus. T&hén-
astiset tulokset osoittavat, ettd kdyttamdlla t&hdn asti
tavallista etanolisaostusta tai kryopresipitaatiota tuho-
taan huomattava osa tekijéstd VIII irreversiibelisti.

Keksint$ad selvennetdén ldhemmin seuraavien esimerk-
kien avulla.

' Esimerkki 1

Tuoretta tai pakastettua ihmisplasmaa temperoidaan
mahdollisesti vesihauteessa, kunnes seoksen lamp&6tila on
saavuttanut arvon 20 °C. Plasma laimennetaan 50 tilavuus-
prosentilla vettd ja sen jdlkeen suodatetaan. Plasmasuodos
siirretdsn ioninvaihtopylv&d&seen, jossa on Fractogel®-
DEAE-hartsia. Pylvds oli tasapainotettu etukdteen seuraa-
van koostumuksen omaavalla puskurilla:

50 mM natriumkloridia

10 mM natriumsitraattia

120 mM glysiinié&

100 U/1 hepariinia pH 6,5 - 6,9

Ndytteen kaatamisen j&lkeen ioninvaihtohartsia pes-
tddn useita kertoja puskurin vesiliuoksella. Sen jalkeen
kohotetaan asteittain keittosuolan pitoisuutta pesemdlléd
ensin puskurilla, joka sis&ltdd 100 mM natriumkloridia,
sen jdlkeen 160 mM natriumkloridia ja sitten 200 mM nat-
riumkloridia. Tekijan VIII sis&ltavat fraktiot kootaan ja
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stabiloidaan 1lisd&&m&alld ihmisen seerumialbumiinia 1,0
mg/ml. Jatkokdsittely suoritetaan seuraavien esimerkkien
mukaisesti, kuitenkin niin ettd niissd kdytetyn kaupalli-
sen Kryopresipitaatin sijasta k3ytet8dn tekijén VIII si-
s&dltadvia pylvasfraktioita.

Esimerkki 2

Tekijad VIII:n rikastus

Kaupallista kryopresipitaattia sulatetaan huoneen-
lampétilassa 3 - 4 tunnin ajan ja jaetaan suuruudeltaan n.
1 - 2 cm:n kappaleisiin. N&m& kappaleet suspendoimaan se-
koittamalla l&mp&btilassa 20 - 25 °C ja suspendoidaan noin
kaksinkertaiseen tilavuuteen vettd, joka sisdltda 2 U/1
hepariini-natriumia. Suspension pH s&d&detd&n 0,1 M etikka-
hapolla arvoon 7,0 - 7,1. Sekoitetaan 30 min l&mpétilassa
20 - 25 °C. Lis&tddn 108 g 2-prosenttista alumiinihydrok-
sidisuspensiota yhtd kilogrammaa kohti kryopresipitaattia
ja sekoitetaan edelleen 5 min huoneenlé@mpdtilassa. Sen
jélkeen pH sdddetddn 0,1 M etikkahapolla arvoon 6,5 - 6,6.
Sen jdlkeen nédyte ja&hdytetd&n l&ampdtilaan 14 - 16 °C,
sentrifugoidaan Sharples AS-16 (Cepa 61) -sentrifuugissa
kayttéden nopeutta 1,0 1l/min. Ylite suodatetaan Pall AB-1
UQl0ZP -suodattimen l&pi.

Esimerkki 3

Kromatografiapylvddn esivalmistelu kromatografoin-
tia varten virusten raakafraktiosta poistamisen j&lkeen

Uutetun kryopresipitaatin erottamiseksi k3ytetdin
pylvdstsd, jossa on vahint#dan 0,5 1 Fractogel®-DEAE -hart-
sia yhtd kilogrammaa kohti kryopresipitaattia. Pylv&dian
korkeuden tulee olla < halkaisija. Kun hartsi on laitettu
pylvéddseen, kromatografiapylvdstada pestdan 5-kertaisella
tilavuudella 0,1 M natriumkloridiliuosta. Sen jdlkeen pes-
tdén puskurilla A, jolla on seuraava koostumus:

110 mM natriumkloridia, 10 mM natriumsitraatti-
5H,0, 120 mM glysiini&, 1 mM kalsiumkloridi-2H,0, pH s&d&-
det&&n arvoon 6,9 - 7,0 1 M HCl:114&.
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Kaikkien puskureiden t&ytyy olla viruksettomia,
koska seuraavat vaiheet suoritetaan kédyttden kryopresipi-
taatin viruksettomia uutteita.

Esimerkki 4

Nayte kaadetaan pylvéddseen ja ldpi virtaavan liuok-
sen absorptiota tarkkaillaan aallonpituudella 280 nm. Suo-
dos otetaan talteen ja tutkitaan tekij& VIII:n aktiivisuu-
den suhteen, samoin kuin tehdd&n pylvdserotuksen tuotteel-
le. Sen jalkeen pylvds pestdadn puskurilla A, kunnes ab-
sorptio saavuttaa j&lleen ldhtbarvon. Sen jalkeen pylvédstd
pestdédn puskurilla B. T&téd tehd&&n niin kauan, ettd ab-
sorptio on jalleen saavuttanut perustason.

Puskurilla B on seuraava koostumus:

160 mM natriumkloridia, 10 mM natriumsitraatti-
5H,0, 120 mM glysiini&, 1 mM kalsiumkloridi-2H,0, pH-arvo
6,9 - 7,0.

Tuotteen eluointi suoritetaan puskurilla C. Pusku-
rin C lisdyksen jélkeen tuleva proteiinifraktio ker&tdian.
Puskurilla C on seuraava koostumus:

250 mM natriumkloridia, 20 mM natriumsitraatti-
5H,0, 80 mM glysiini&, 16 mM lysiini&, 2,5 mM kalsiumklo-
ridi-2H,0, pH-arvo 6,9 - 7,0.

Halutun fraktion eluoinnin j&dlkeen pylvéds pestdian
lopuksi 5-kertaisella tilavuudella puskuria D, joka sis&l-
tdd 1 M natriumkloridiliuosta.

Pylvdan regenerointi suoritetaan pesemdlld 0,1 N
NaOH:1lla (2 pylvdan tilavuutta), sen jdlkeen pesemdlléd
pylvds 0,1 N suolahapolla (3 pylvdén tilavuutta) ja pese-
mallsi pylvds 5 pylvd&n tilavuudella 25-prosenttista alko-
holin vesiliuosta.

Esimerkki 5

Koottuja fraktioita laimennetaan niin kauan pusku-
rilla E, jonka koostumus on 20 mM natriumsitraattia, 80 mM
glysiini&, 16 mM lysiini&, 2,5 mM kalsiumkloridi-2H,0, pH-

arvo 6,9 - 7,1, kunnes sen aktiivisuus on 26 - 35 U/ml.
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Sen j&dlkeen pH s&dddetdédn tarvittaessa arvoon 6,9 - 7,1,
minkd j&dlkeen suoritetaan tuotteen suodatus 0,45 um:n
Sealclean-suodattimen ldpi. Sen j&lkeen suoritetaan toinen

steriilisuodatus.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd8 erittdin puhtaan, infektioita aiheut-
tamattoman antihemofiliatekijén (AHF eli tekija VIII) val-
mistamiseksi veriplasmasta kd&dsittelemdlld tekij&n VIII
suhteen rikastettua fraktiota bioyhteensopivilla orgaani-
silla liuvottimilla/detergenteilld ja sen j&lkeisilld muil-
la puhdistusvaiheilla, t unnettu siitd, ettd teki-
j&n VIII suhteen rikastettu fraktio saadaan kdyttden kro-
matografista menetelm&i.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd kromatografinen menetelmid on
ioninvaihtimiin perustuva geelipermeaatiokrométografinen
menetelmd.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd ioninvaihtomateriaali on an-
ioninvaihtohartsia kuten DEAE-modifioitua materiaalia.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 -~ 3 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd tekijé&n VIII sisdlta-
vd sisdltdva fraktio sekoitetaan alumiinihydroksidisuspen-
sion kanssa ja l&mpdtilaan 10 - 18 °C jddhdyttémisen j&l-
keen ja pH:n sddtdmisen j&lkeen arvoon < 7 sentrifugoidaan
tai suodatetaan.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd tekijdn VIII sisdlta-
van fraktion jatkokdsittely suoritetaan kromatografisen
menetelmd&n avulla.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta kromatografinen menetelmd on
ioninvaihtimiin perustuva geelipermeaatiokromatografinen
menetelms.

7. Patenttivaatimuksen 5 tai 6 mukainen menetelmé&,
tunnettu siitd, ettd kromatografointimateriaali on

anioninvaihtomateriaali kuten DEAE-modifioitu materiaali.
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8. Tekijédn VIII sisdltdvd raakafraktio, joka on
valmistettu erottamalla veriplasma kromatografisen mene-

telmé&n avulla.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen tekijdn VIII si-
s8ltava raakafraktio, tunnettu siitd, ettid kroma-
tografinen menetelmd& on ioninvaihtimiin perustuva geeli-
permeaatiokromatografinen menetelmi.

10. Ioninvaihtimiin perustuvien geelipermeaatiokro-~
matografiaan tarkoitettujen materiaalien kuten DEAE-modi-
fioitujen materiaalien k&ayttd tekijan VIII sisdltidvien

fraktioiden valmistukseen veriplasmasta.
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11
Patentkrav:

1. Forfarande fOr framstdllning av en hdgren, icke-
infektids antihemofiliafaktor (AHF eller faktorn VIII) ur
blodplasma genom behandling av en pd faktorn VIII anrikad
fraktion med biokompatibla organiska ldsningsmedel/tvatt-
medel och anslutna ytterlibare reningssteg, k & n n e -
t e c knat dirav, att den pd faktorn VIII anrikade
fraktionen utvinns genom ett kromatografiskt férfarande.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
t ecknat dirav, att det kromatografiska férfarandet
4r ett gelpermeationskromatografiférfarande pa basis av
jonbytare.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, k 8 nn e -
tecknat darav, att jonbytarmaterialet &r ett anjon-
bytarharts, s&som ett DEAE-modifierat material.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
kd&dnnetecknat didrav, att den faktorn VIII inne-
h&llande fraktionen blandas med en aluminiumhydroxid-sus-
pension centrifugeras eller filtreras efter avkylning fran
10 till 19 °C vid ett pH < 7.

5. Foérfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 4,
k&nnetecknat ddrav, att upparbetningen av den
faktorn VIII innehdllande fraktionen sker genom ett kroma-
tografiskt forfarande.

6. Forfarande enligt patentkraven 5, k 8 nn e -
tecknat didrav, att det kromatografiska férfarandet
dr ett gelpermeationskromatografisk forfarande pd basis av
jonbytare.

7. Forfarande enligt patentkravet 5 eller 6,
kdnnetecknat dirav, att kromatografimaterialet
8r en anjonbytarmaterial, sdsom ett DEAE-modifierat mate-
rial.

8. Rafraktion, wvilken innehdller faktorn VIII och

framstédllts genom separering av blodplasma genom ett kro-
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matografiskt f&6r farande.

9. Rafraktion enligt patentkravet 8 och innehdllan-
de faktorn VIII, k &@&nnetecknad darav, att det
kromatografiska fbrfarandet 8r ett gelpermeationskromato-
grafiskt forfarande pd basis av jonbytarharts.

10. Anvandning av material f&r gelpermeationskroma-
tografi pd jonbytarbasis, sdsom DEAE-modifierade material,
fér framstdllning av blodplasmafraktioner, som innehdller
faktorn VIII.
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