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Faktor VIII:C oprenses ved chromatografisk adsorption

pk aminohexylsgarose ved et pH over 5,5 op til ca. 8,
fortrinsvis 6,5 - 7,2, og en ledningsevne ph ca. 25

til ca. 3% mS/cm, Der opnds et renere produkt i et storre
udbytte.
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Den foreliggende opfindelse angdr oprensningen af det
prokoagulerende stof faktor VIII:C fra rdmateriale, sdsom
plasma eller cryoprecipitat, som indeholder antihamofil
faktor (heri kaldt "AHF").

Det er en almindelig opfattelse pa& omrddet, at AHF i sin
naturlige form som opnadet fra plasma bestar af aggregater
af to molekylenheder, som benavnes faktor VIII:R og
VIII:C. Faktor VIII:C er biologisk aktiv ved korrigering
af koaguleringsdefekt for hzmofilia A. Derimod er faktor
VIII:R, der ogsd er kendt som faktor VIII:WF (von Wille-
brand faktor), biologisk aktiv til korrigering af koagu-
leringsdefekten ved von Willebrand's sygdom, en blodpla-
deaggregeringsfejl. Det er yderst ¢nskeligt at vare i
stand at rense faktor VIII:C med hensyn til faktor VIII:R
og de ¢vrige plasmaproteiner, med hvilke faktor VIII:C
sadvanligvis findes, herunder isar fibronectin og fi-

brinogen.

Tidligere kendte processer til oprensning af faktor
VIII:C indf¢rer tab af udbytte og/eller renhed, som hid-
til har veret tolereret. Den foreliggende opfindelse gi-
ver hgjere rensningsgrader og h¢jere udbytte uden desak-
tivering pad en made, som ikke er foresldet i den kendte

teknik.

D.E.G. Austen, "The Chromatographic Separation of Factor
VIII on Aminohexyl Sepharose", i British Journal of Hema-
tology, 1979, (43) 669-674, beskriver en chromatografisk
adskillelsesproces, i hvilken human faktor VIII koncen-
trat eller svinefaktor VIII koncentrat blev passeret gen-
nem en s¢pjle af 6-amino-n-hexylsubstitueret agarose. S¢j-
len og alle elueringsopl¢sninger havde et pH pd 5,5. Der
blev opndet en hoj separationsgrad af faktor VIII:C fra
faktor VIII:R og en hgj rensningsgrad for faktor VIII:C
fra andre proteiner. Den totale udvinding af human faktor
VIII:C var imidlertid kun 35-40%, og for svinefaktor
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VIII:C var den kun 24-30%. Forfatterne indikerer, at su-
rere pH-vardier i pufferne (ned til pH ca. 5,2) favorise-
rer h¢jere rensning af faktor VIII, og de valgte med
vilje pH 5,5 for at have et sd surt milj¢ som muligt uden
at f4 et for lavt udbytte. Der er sdledes ud fra denne
litteratur en fordom mod at anvende hg¢jere (dvs. mindre

sure) pH-vardier.

Adskillige nyere publikationer har fortsat med at insis-
tere pd at opretholde et surt pH i den chromatografiske
s¢jle. Morgenthaler, "Chromatography of Antihemophilic
Factor on Diaminoalkane- and Aminoalkane-Derivatized Se-
pharose", Thromb. Haemostas. 47(2) 124-127 (1982), fandt,
at nar AHF blev chromatograferet pad Sepharose CL-2B aga-
rosegel ved pH-verdier pad 6,0, 6,5 og 7,0, kunne der ikke
opnds nogen adskillelse af faktor VIII:C og VIII:R af be-
tydning. Chromatografi af AHF ved pH 5,5 gav en meget
merkbar separation mellem faktor VIII:C og VIII:C. Ifplge
en endnu nyere litteratur, Faure et al., Note, "Improved
buffer for the chromatographic Separation of Factor VIII
coagulant", J. Chromatography 257 (1983), 387-391, opret-
holder man den af Austen angivne pH-verdi pd 5,5 og for-
sgpger at forbedre udbyttet af den chromatografiske proce-
dure ved tilsaztning af forbindelser til pufferne. Austen
fortsatter i et fors¢pg pa at forbedre de resultater, der
er anf¢grt i hans ovennavnte artikel, med at operere ved
en pH-vardi pd 5,5 og opnar et udbytte af faktor VIII:C
pa ca. 40%, Austen et al., "Factor VIII Fractionation on
Aminohexyl Sepharose with Possible Reduction in Hepatitis
B Antigen", Thromb. Haemostasis, 48(1), 46-48 (1982).

84 vidt vides, er faktor VIII:C kun blevet pafgrt en so¢j-
le ved et pH nzrmere det neutrale i det tilfzlde, hvor
faktor VIII:R og et stort antal af de ¢vrige forurenin-
ger, herunder fibronectin og fibrinogen, allerede er ble-
vet skilt fra faktor VIII:C. Specifikt anvender Zimmerman
et al., ifgplge US patentskrift nr. 4 361 509 en s¢jle,
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der bzrer monoklonale antistoffer mod faktor VIII:R, til
udvinding af en fortyndet opl¢sning af faktor VIII:C, der
er blevet ultrarenset for faktor VIII:R. Oplgsningen af
ultrarenset faktor VIII:C Koncentreres ved indstilling af
pH til 6,8 med puffer, pafering af opl¢sningen til en
s¢pjle af aminohexylagarose Og derpd eluering af faktor
VIII:C fra s¢jlen. Dette koncentreringstrin starter ud
fra materiale, som er ca. 1000 gange sa rent som udgangs-
materialet, og foreslar sdledes ikke, hvilke resultater,
der kunne opnds, hvis vasentlige mezngder VIII:R var til
stede; det er faktisk saledes, af hvis man har last dette
patentskrift og blev prasenteret for ramateriale indehol-
dende bade faktor VIII:C og faktor VIII:R ville man an-
vende den yderst effektive monoklonale antistof-s¢jlese-
parationsteknik til fjernelse af faktor VIII:R. Lzren fra
det nzvnte patentskrift i henseende til betingelserne for
anvendelse aminohexylagaroses¢jlen kontraindikerer eller
modificerer sdledes ikke laren af de i det fplgende nevn-

te artikler.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen giver den fordelagtige
kombination af udbytte og rensning under betingelser, der
ifglge den hidtil kendte teknik er fuldstandigt uventede
og faktisk angivet som ufavorable.

Opfindelsen angdr specielt en fremgangsmdde til oprens-
ning af faktor VIII:C i h¢jt udbytte fra ramateriale in-
deholdende faktor VIII:C og faktor VIII:R, hvilken frem-
gangsmade er ejendommelig, ved at man

(a) tilvejebringer en vandig ople¢sning af ramaterialet,
som har en pH-vardi pa 5,5-8,0 og en ledningsevne pa

25-35 mS/cm,

(b) adsorberer faktor VIII:C og faktor VIII:R fra oplg¢s-

ningen over pa aminohexylagarose,
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(c) eluerer faktor VIII:R fra aminohexylagarosen og derpa

(d) eluerer faktor VIII:C fra aminohexylagarosen, hvorved
man opndr en oplgsning af faktor VIII:C, som er op-
renset med hensyn til ramaterialet.

Rématerialet egnet til anvendelse i den foreliggende op-
findelse omfatter et vilkarligt materiale indeholdende
faktor VIII:C med et eller flere plasmaproteiner. Sarlige
eksempler er materialer, som indeholder faktor VIII, dvs.
komplekset af faktor VIII:C og VIII:R, sasom plasma, i
handelen tilgazngelige faktor VIII koncentrater og cryo-
precipitat opndet fra plasma sdvel som produktfraktioner
og p@ anden made kasserede sidefraktioner fra den vel-
kendte Cohn-fraktioneringsproces. Der kan behandles hu-
mant rdmateriale sdvel som materiale fra k¢er og svin.
Proteiner ud over faktor VIII:R, der kan vare til stede,
omfatter fibrinogen, fibronectin og albumin.

Nar cryoprecipitat er udgangsmaterialet, md det rekonsti-
tueres i en vandig puffer pd en méde, der er almindeligt
kendt for fagmanden pd omradet, idet man md iagttage det
nye pH-omrade og den ionstyrke, der skal anvendes i for-
bindelse med den foreliggende opfindelse. Plasma og plas-
makoncentrater er allerede pa en hensigtsmassig form til
paforing pd en s¢pjle med undtagelse af de stoffer, hvis
pH og ionstyrke ma indstilles pa passende made ved hjalp
af en vandig puffer.

pPH kan indstilles ved tilsatning af en vandig oplg¢sning
af forbindelser, som pufrer pH for den resulterende op-
lgsning til et sted i det ¢nskede omréde 6,5-7,2, og som
ikke forstyrrer aktiviteten af faktor VIII:C. Mange sa-
danne opl¢sninger er kendte for fagmanden; et eksempel er
en pufferopl¢sning indeholdende 20 mM imidazol, 0,1 M ly-
sin og 0,02% natriumazid (i det fplgende kaldt "Buffer
A"), som pufrer pH til ca. 6,8. Et andet eksempel er 10
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mM histidin, 0,1 M lysin og 0,02 vegt-% natriumazid.

Ledningsevnen kan indstilles ved ganske enkelt at tilsat-
te natriumchlorid i en tilstrakkelig mengde, sdledes at
den samlede ledningsevne sammen med ledningsevnen af de
allerede tilstedeverende ioner kommer til at ligge mellem
ca. 25 mS/cm og ca. 35 mS/cm (milli-Siemens pr. cm, sva-
rende til 10~S mhos/cm). Natriumchlorid kan tilsattes som
et fast stof eller som en vandig oplgsning til pufferop-
1¢sning eller direkte til faktor VIII:C kildeopl¢sningen.
Hvis ledningsevnen er for hg¢j eller for lav, mistes bin-
dingskapacitet, og hvis den er for lav, nedsattes endvi-

dere produktets renhed.

Det i s¢jlen anvendte adsorptionsmateriale er aminohexyl-
agarose. Det er, som det er velkendt i teknikken, agarose
med omega-aminosidekader. Der md vare tilstrazkkeligt med
sidekader til at tillade den ¢nskede oprensning at finde
sted. Fordelagtigt ma der vere mindst ca. 10 umol amino-
hexylsidekader pr. g agarose, Og mere fordelagtigt mindst
ca. 15 umol/g. Mengder af adsorptionsmiddel er angivet i
den foreliggende beskrivelse og Kravene som vadvegten,
defineret som vaegten af materiale, der er blevet filtre-
ret under sugning til det punkt, hvor filterkagen knak-
ker. Tilfredsstillende aminohexylagarose er tilgangelig i
handelen under handelsnavnet "Aminohexyl Sepharose”, for-
handlet af Pharmacia Fine Chemicals Company, ©g det har
ca. 12 umol aminohexylkader pr. g materiale.

Adsorptionsmidlet fremstilles ved ligevagtsindstilling
deraf, dvs. vask deraf i en puffer til opnaelse af et pH
derfor p4 over 5,5 op til ca. 8,0, foretrukkent 6,0 til
7,5, sarligt foretrukkent 6,5 til 7,2. Forholdet mellem
ramateriale og adsorptionsmiddel mé helst ikke overskride
kapaciteten af adsorptionsharpiksen, som er en verdi, der
let kan bestemmes af en fagmand, der er kendt med chroma-
tografiske adskillelser. Almindeligvis er kapaciteten 5-
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10 VIII:C enheder pr. g harpiks, nadr der anvendes cryo-
precipitat, og adskillige gange hg¢jere, nd&r der anvendes
mere renset radmateriale. Adsorptionen kan udfgres batch-
vis eller pd en s¢jle, idet man i hvert tilfzlde anvender
teknik og udstyr, der er sazdvanligt p& dette omrdde til
chromatografiske adskillelser af denne type.

Ramaterialet, som allerede separat er blevet indstillet
til samme pH som adsorptionsmidlet, bringes sammen med
adsorptionsmidlet, idet man giver tilstrazkkelig kontakt-
tid til, at de ¢nskede protein-adsorptionsmiddelinterak-
tioner kan foregd. Ved udfgrelse pad s¢jle er typiske til-
fredsstillende str¢mningshastigheder ca. 5 s¢jlevolumener
pr. time, men ikke s& h¢j hastighed, at s¢jlen trykkes
sammen eller ¢delzgges. Det materiale, der passerer gen-
nem s¢jlen forst i dette trin, vil vare blevet reduceret
i indhold af faktor VIII:C samt indhold af faktor VIII:R,
hvis faktor VIII:C i ramaterialet var til stede kompleks-
dannet med faktor VIII:R. Fjernelsen af ikke-adsorberet
materiale kan lettes ved vask af s¢jlen med pufferoplg¢s-
ning, sdsom Buffer A indeholdende 0,3 M NaCl.

Efter vask af massen af ikke-adsorberet materiale fra
spjlen (som indikeret ved en absorbans ved 280 nm af

‘eluatet pa 1 eller mindre), fortsattes vask under anven-

delse af Buffer A indeholdende 0,3 M NaCl og 10 mM CaClz.
CaCl2
VIII:C, men kan ikke anvendes tidligere pa& grund af faren

er kendt i teknikken for at stabilisere faktor

for at aktivere ste¢rkningsfaktorer, hvilket f¢rer til fi-
brinklumper pd harpiksen og potentiel nedbrydning af fak-
tor VIII:C. Vask af harpiksen er effektiv til fjernelse
af fibronectin, fibrinogen og massen af forurenende pro-

tein.

Hvor faktor VIII:C er kompleksdannet med faktor VIII:R,
er det fordelagtigt at eluere s¢pjlen derefter med et
elueringsmiddel, som er effektivt til at desorbere stors-



10

15

20

25

30

35

DK 162896 B

tedelen af faktor VIII:R, der bliver tilbage pa s¢jlen,
som ikke er elueret ved vasken. En del af faktor VIII:C
kan ogsd eluere i dette trin, men der kompenseres derfor
af den kendsgerning, at faktor VIII:C, som ikke eluerer i
dette trin, vil blive udvundet pd renere form og i et ud-
bytte, som stadig overgar hidtil kendt teknik med en va-
sentlig faktor. Faktor VIII:R kan elueres med et elue-
ringsmiddel omfattende fgrnavnte "Buffer A", hvori der
er indeholdt 0,4 M NaCl og 10 mM CaClz. Den eluerede
fraktion samles og reprasenterer en beriget kilde for

faktor VIII:R.

Den mazngde faktor VIII:C, der bliver tilbage pad adsorp-
tionsmidlet, elueres derpd under betingelser, der er ef-
fektive til desorbering af faktor VIII:C uden nedsattelse
af dens biologiske aktivitet. Et tilfredsstillende elue-
ringsmiddel omfatter f¢rnavnte "Buffer A", indeholdende
oplgst deri 0,3 M til 0,5 M CaClz, foretrukkent 0,5 M
CaClz. Den eluerede fraktion samles og Kkan behandles
yderligere eller anvendes som saddan som kilde for faktor
VIII:C til terapeutiske formal.

Nar ramaterialet er plasma, ma fremgangsmaden udfeores med
tilsztning af sma, men effektive mengder inhibitorer mod
proteolytisk nedbrydning, sasom benzamidin, pancreatisk
trypsininhibitor eller hirudin. Ingen sddanne inhibitorer
er n¢dvendige, ndr ramaterialet er cryoprecipitat eller
materiale med hgpjere faktor VIII:C renhed.

Opfindelsen forklares narmere ved hjezlp af de efterfgl-

gende eksempler.

EKSEMPEL 1

Dette -eksempel sammenligner rensning af antihamofil fak-
tor fra humant cryoprecipitat ved fremgangsmaden ifglge
opfindelsen og ved dermed beslagtede offentliggjorte pro-
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cedurer. Alle procedurer blev udf¢rt ved stuetemperatur.

a. Rensning ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen

3 g humant cryoprecipitat blev gensuspenderet under an-
vendelse af en vibromixer i 10 ml "Buffer A" (20 mM imi-
dazol, 0,1 M lysin, 0,02% azid, pH 6,8) indeholdende 0,3
M NaCl. Vitamin K afhangige proteaser blev fjernet ved
behandling med aluminiumhydroxidgel ("Resorptar"®, Armour
Pharmaceutical Co.). Opl¢sningen blev omr¢rt med 1/30 vo-
lumen "Resorptar" i 10 minutter, der blev centrifugeret
ved 10 000 x g i 5 minutter og readsorberet med samme
mzngde "Resorptar" i 10 minutter. Efter centrifugering
(10 000 ¥ g i 5 minutter) blev oplgsningen passeret gen-
nem 2 lag osteklade. Den resulterende oplgsning havde en
ledningsevne pa 32 mS/cm. 2,5 ml af denne opl¢sning blev
pafgort en 10 ml s¢jle af "AH-Sepharose" (Pharmacia) (10 x
0,55 cm) bragt i ligevagt med "Buffer A" indeholdende 0,3
M NaCl ved en str¢gmningshastighed pad 12 ml/time. Sg¢jlen
blev vasket med ligevagtsbevirkende puffer ("Buffer A"
indeholdende 0,3 M NaCl), indtil absorbansen ved 280 nm
for eluatet var mindre end 0,l1. S¢jlen blev yderligere
vasket med "Buffer A" indeholdende 0,3 M NaCl og 10 mM
CaClz, hvorpa der blev elueret, forst med "Buffer A" in-
deholdende 0,2 M NaCl og 10 mM CaCl2 og dernast med
"Buffer A" indeholdende 0,5 M CaClz.
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Faktor

Faktor VIII:C
VIII:C (enheder Udbytte x rensning

Fraktion (E/mg) i alt) %
Cryoprecipitat-

oplgsning 0,245 24,2 100 1l
Ubundet 0 0 0 -
"Buffer A"

+ 0,31 NaCl

+ 10 mM CaCl2 vask 0 0 0 -
"Buffer A"

+ 0,4 M NaCl2

+ 10 mM CaCl2 vask 1,18 4,1 17 4,8
"Buffer A"

+ 0,5 CaCl2 vask 8,4 17,6 73 34,3

Samling af de 2 fraktioner indeholdende en tilstrekkelig
faktor VIII:C aktivitet ville have 90% af den anvendte
faktor VIII:C ved en specifik aktivitet pd 3,9 E/mg for

en 16 ganges rensning.

b. Rensning ved metoden af Austen

2,5 g cryoprecipitat blev gensuspenderet under anvendelse
af en vibromixer i 715 ml "Buffer B" (0,1} M lysin, 0,1 M
natriumacetat, pH 5,5) og adsorberet 2 gange med "Resorp-
tar" som under (a). pH for oplgsningen, der pa dette
tidspunkt fundet til 6,5, blev sznket til 5,5 ved langsom
tilsetning af 10%'s eddikesyre under god omrgring. Et
tungt, gelatingst bundfald blev fjernet ved centrifuge-
ring (10 000 x g i 20 minutter) og passage gennem 2 lag
osteklade. 3,5 ml klaret cryoprecipitatople¢sning blev pa-
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10

fort en 10 ml s¢jle af "AH-Sepharose" (Pharmacia) (10 x
0,55 cm), bragt i ligevegt med "Buffer B" ved en str¢m-
ningshastighed pa 12 ml/time. S¢jlen blev vasket med
"Buffer B", indtil absorbansen ved 280 nm for eluatet var
mindre end 0,1, derpd elueret med "Buffer B" indeholdende
0,2 M NaCl og endelig med "Buffer B" indeholdende 1 M
NaCl.

Faktor
Faktor VIII:C
VIII:C (enheder Udbytte =x rensning

Fraktion (E/mg) 1 alt) %
Cryoprecipitat-
opl¢sning 0,20 22,8 100 1
Ubundet 0 0 (0] -
"Buffer B"
+ 0,2 NaCl vask 0,16 3,1 14 0,8
"Buffer B"

*
+ 1 M CaCl vask 0 0 0 -

* Denne spids indeholdt til at begynde med ca. 253% af
faktor VIII "C" aktiviteten pafgrt s¢pjlen, men den var
meget ustabil og tabte al aktivitet efter 2 timers for-
1l¢b ved stuetemperatur.

c. Rensning ved metoden af Faure et al.

3,8 g cryoprecipitat blev oplgst under anvendelse af en
vibromixer i 11 ml "Buffer C" (1% saccharose, 1% humant
serumalbumin, 0,1 M lysin, 0,1 M natriumacetat, pH 5,5)
og adsorberer 2 gange med "Resorptar" som under (a). pH
for opl¢sningen, som p& dette tidspunkt var 6,4, blev
saznket til 5,5 ved langsom tilsatning af 10%'s eddikesyre
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under omr¢ring, og det resulterende tunge bundfald blev
fjernet som under (b). 3,5 ml klaret cryoprecipitatople¢s-
ning blev pafe¢rt en 10 ml s¢jle af "AH-Sepharose" (Phar-
macia) (10 x 0,55 cm), bragt i ligevegt med "Buffer c",
ved en strgmningshastighed pad 12 ml/time. Sg¢jlen blev
vasket med "Buffer C" indtil absorbansen af eluatet var
mindre end 0,1, med "Buffer C" indeholdende 0,2 M NaCl og
endelig med "Buffer C" indeholdende 1 M NaCl.

Faktor VIII:C Udbytte

Fraktion ’ (enheder ialt) %
Cryoprecipitatoplgsning 24,7 100
Ubundet 0 0
"Buffer C"

+ 0,31 M NaCl vask 0 0
"Buffer C"

+ 1 M NaCl vask 7,0 28

Hverken specifik aktivitet eller rensningsniveau er me-
ningsfuldt i dette eksempel pd grund af den hpje koncen-
tration (10 mg/ml) af albumin, der er til stede i alle

fraktioner.

EKSEMPEL 2

Dette eksempel viser fordelingen af andre proteiner af
interesse - fibronectin, von Willebrand's faktor (faktor
VIII:R) og fibrinogen - efter rensning af faktor VIII:C
fra humant cryoprecipitat ved fremgangsmaden ifg¢lge op-
findelsen. Rensningsproceduren var som beskrevet i eksem-
pel 1-(a). Det udvundne i hver fraktion, som vist i det
fplgende, er udtrykt som en procentdel af mazngden af det
protein, der blev paf¢rt harpiksen.
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Sojlehulrum

Cryo- + "Buffer A" "Buffer A"

preci- + 0,3 M NaCl + 0,4 M NaC1  "Buffer A"
- pitat + 10 mM CaCl2 + 10 mM CaCl2 +0,5M CaCl2
Totalprotein 100 95 2 1
Fibronectin 100 + 3 1
Fibrinogen 100 + 0,5 0,5
Faktor VIII:C 100 3 24 57
Von Willebrands-
faktor (VIII:R) 100 + 23 3
Faktor VIII:C
(enheder/mg) 0,18 0,007 2,0 9,1

+ ikke bestemt. Da imidlertid 96% af det pafe¢rte protein
blev elueret fra s¢jlen, og fibronectin og fibrinogen er
til stede i h¢je koncentrationer i cryoprecipitatet,
mad disse proteiner eluere i h¢j grad i denne fraktion.

EKSEMPEL 3

Dette eksempel sammenligner fibronectin- og fibrinogen-
indholdet af faktor VIII:C oprenset fra humant cryopreci-
pitat ved fremgangsmdden ifplge opfindelsen med et i han-
delen +tilgengeligt prazparat med h¢j renhed af faktor
VIII:C ("Factorate"®, Generation IIB, Armour Pharmaceuti-
cal).
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13
Fibro- Fibri-

Faktor nectin nogen

ViIi:C ug/E ug/E
Fraktion (E/mg) FVIII:C FVIII:C
"Factorate" Gen 11B 4,2 4 146
"Buffer A" + 0,4 M NaCl
+ 10 mM CaCl2 2,0 75 143
"Buffer A" + 0,5 M CaCl2 9,1 11 36
Begge portioner
"AH-sepharose" ~vaske- 4,4 30 68

vasken samlet

EKSEMPEL 4

Dette eksempel viser anvendelsen af fremgangsmaden ifglge
opfindelsen til oprensning af faktor VIII:C fra humant
plasma. Det viser ogsd effektiviteten af proteolytiske
inhibitorer, specielt thrombininhibitorer, sdsom hirudin,
ved forbedring af udbyttet af faktor VIII:C ved denne oOp-

rensning.

Fast NaCl blev sat til humant plasma for at forgge dets
ledningsevne til 30-35 mS/cm. I et gennemlgb blev s¢jlen
drevet uden brug af inhibitorer. I et andet gennemlgb
blev benzamidin (0,5 M) og pancreatisk trypsininhibitor
("Trasylol"®, 1 mg/ml) tilsat til endelige koncentration-
er pA 1 mM og henholdsvis 0,01 mg/ml. I et tredje gennem-
1¢b blev hirudin (Calbiochem Col., 25 E/ml) tilsat i ste-
det til en endelig koncentration pad 1 enhed/ml. 5 ml
plasma blev fort til en 4 ml (4 x 0,55 cm) s¢jle af "AH-
Sepharose" (Pharmacia) bragt i ligevegt i "Buffer A" (20
mM imidazol, 0,1 M lysin, 0,02% azid, pH 6,8) indeholden-
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de 0,3 M NaCl ved en str¢gmningshastighed pa 12 ml/time.
Hvis proteolytiske inhibitorer var blevet sat til plasma-
et, blev de ogsd sat til s¢jleelueringspufferne. S¢jlen
blev vasket med ligevagtspuffer (se eksempel 1), indtil
absorbansen ved 280 nm for eluatet var mindre end 0,02,
og der blev derpa elueret med 0,5 M CaCl, i "Buffer A".

Faktor Faktor
Faktor VIII:C VIII:C

VIII:C (enheder Udbytte x rensning

Inhibitorer Fraktion (E/mg) i alt) %
- Plasma 0,014 2,8 100 1
Ingen Ubunden "Buffer A" 0,001 0,2 9 -
+ 0,5 CaCl2 vask 0,44 1,1 39 32
Benzamid Ubunden "Buffer A" 0,001 0,1 4 -
+ Trasylol + 0,5 CaCl2 vask 0,67 2,5 30 48
Hirudin Ubunden "Buffer A" 0,001 0,21 8 -
+0,5 CaCl2 vask 0,60 2,0 72 43

Det ses, at selv uden inhibitorer oprenser fremgangsmaden
ifplge opfindelsen effektivt faktor VIII:C med en faktor
pd godt over 10:1, nemlig 20:1, 25:1, 30:1 eller bedre,
afhangigt af den sarlige fraktion, der samles. Med inhi-
bitorer er rensningsfaktoren endnu h¢jere og kan over-
skride 40:1. Ved en vilkarlig given oprensningsgrad er
udbyttet, dvs. mengde faktor VIII:C, der- fgores til pro-
cessen, som udvindes som oprenset produkt, h¢jere end op-
ndeligt under anvendelse af til teknikkens stade h¢rende
processer til oprensning til samme renhedsgrad. Udbytter
pad over 30% kan opnas selv uden inhibitorer, og
udbytter over 50% og sa hg¢je som 70-90% kan opnds med
inhibitorer. Denne kombination af oprensning og udbytte
er yderst fordelagtig og overraskende.
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Patentkravwv:

1. Fremgangsmadde til oprensning af faktor VIII:C fra ra-
materiale indeholdende faktor VIII:C og faktor VIII:R,
kendetegnet ved, at man

(a) tilvejebringer en vandig ople¢sning af ramaterialet,
som har en pH-verdi pd 5,5-8,0 og en ledningsevne pa
25-35 mS/cnm,

(b) adsorberer faktor VIII:C og faktor VIII:R fra opl¢s-
ningen over pa aminohexylagarose, som er bragt i 1li-

gevagt ved den vandige opl¢snings pH,
(c) eluerer faktor VIII:R fra aminohexylagarosen og derpa
(d) eluerer faktor VIII:C fra aminohexylagarosen.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e t e gne t
ved, at pH for rdmaterialet er 6,0-7,5.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, k end e tegnet
ved, at pH for ramaterialet er 6,5-7,2.

4. Fremgangsmade ifglge et vilkarligt af kravene 1-3,
kendetegnet ved at aminohexylagarosen inde-

holder mindst ca. 10 umol aminohexylkader pr. g.

5. Fremgangsmade ifplge et vilkarligt af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at ramaterialet er plasma, et

plasmakoncentrat eller et cryoprecipitat, som indeholder

AHF.

6. Fremgangsmade ifglge et vilkdrligt af kravene 1-5,
kendetegnet ved, at rdmaterialet ogsd indehol-

der fibronectin og/eller fibrinogen, og at fibronectinet
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og/eller fibrinogenet coelueres med faktor VIII:R.

7. Fremgangsmade ifgplge et vilkarligt af kravene 1-6,
kendetegnet ved, at en proteolytisk inhibitor
er til stede i trin (a), (b), (c¢) og (d) i en lille, men
effektiv mengde, til at dinhibere proteolyse af faktor
VIII:C.

8. Fremgangsmade ifplge et vilkarligt af kravene 1-7,
kendetegnet ved, at faktor VIII:C elueres med
en vandig pufret opl¢sning indeholdende 0,3-0,5 M CaClz.

9. Farmaceutisk praparat til administrering for at afbe¢de
symptomerne pa hamofili, k e n d e-t egnet ved, at
det indeholder en terapeutisk effektiv mangde af faktor
VIII:C, der er blevet oprenset ved fremgangsmaden ifglge
et vilkérligt af kravene 1-8.
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