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Die Erfindung betrifft eine Protein S-hiltige pharmazeutische Priparation zur Behandlung bzw. Verhin-
derung von Thrombosen bzw. thromboembolischen Komplikationen, sowie die Verwendung von gereinigtem
Protein S zur Herstellung von solchen Préparationen.

Derzeit zur Verfligung stehende antithrombotische Substanzen weisen als Nebenwirkung ein Blutungsri-
siko auf. Somit ist deren Einsatz in klinischen Situationen, die mit erh&hter Thromboseneigung einhergehen,
mit erheblichen Risken verbunden.

Protein S ist eine physiologisch vorkommende antithrombotische Substanz, die die Gerinnung hemmt
und gleichzeitig profibrinolytische Eigenschaften aufweist. Natives Plasma enthéit pro Miliiliter zwischen 25
ug und 30 ug Protein S. Protein S ist ein nicht-enzymatischer Cofaktor flr die antikoagulatorischen und
profibrinolytischen Eigenschaften von aktiviertem Protein C. Aktiviertes Protein C beschleunigt die Inaktivie-
rungsrate von aktiviertem Faktor V sowie von aktiviertem Faktor VIIL.

Aus der Literatur (Blood, Voi. 64, No. 6 (December), 1984, Seiten 1297 bis 1300 sowie Progress in
Hematology, Vol. XV, ISBN 0-8089-1861-3 (1987), Seiten 39 bis 49) ist des weiteren bekannt, da Protein S
ein Vitamin K-abhingiges Protein ist, weiches in der Leber, im Endothel, in Megakaryozyten synthetisiert
wird. Nach seiner Struktur ist Protein S ein einkettiges Glykoprotein mit einem Molikulargewicht von ca.
70.000. Es besteht aus 635 Aminosduren. Im Plasma liegt das Protein S in verschiedenen Formen vor; u.
zw. zu einem geringeren Teil in freier, aktiver Form und zu einem grdBeren Teil, etwa zu 60 %, als nicht-
kovalenter Komplex mit C4b-binding-Protein, welcher Komplex nicht aktiv ist.

Aktiviertes Protein C verlingert in dosisabhingiger Weise die Plasmagerinnungszeit. In einem Protein
S-immunodepletierten Plasma kann aktiviertes Protein C seine Funktion nicht entfaiten. Erst nach Rekonsti-
tution eines Protein S-Mangelplasmas mit gereinigtem Protein S wird aktiviertes Protein C wieder voll
wirksam. Die pathophysiologische Rolle wird durch Beschreibung von Individuen mit angeborenem Protein
S-Mangel und Thrombophilie deutlich. Ein angeborener Protein S-Mangel wird autosomal-dominant vererbt
und ist durch das Auftreten von vendsen und arteriellen Thromboembolien im frihen Jugendalter gekenn-
zeichnet.

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, eine therapeutisch einsetzbare Protein S-hiltige Préparation zur
Verfiigung zu stellen, die aufgrund eines spezifischen Reinigungsverfahrens eine vielfach hthere Konzentra-
tion aufweist als die Protein S-Konzentration in nativem Plasma und frei ist von seine Wirkung herabsetzen-
den Komponenten.

Zur L8sung dieser Aufgabe sieht die Erfindung eine Préparation zur Behandlung bzw. Verhinderung von
Thrombosen bzw. thromboembolischen Komplikationen vor, mit einem Gehalt an Protein S in einer
Konzentration, die mindestens das 50-fache von dem in nativem Plasma enthaltenen betragt und frei ist von
C4b-binding Protein, gegebenenfalls in Kombination mit einem Gehalt an aktiviertem Protein C.

Diese Priparation kann bevorzugt durch Reinigung mittels polykionaler oder monokionaler Anti-Protein
S-Affinitdtschromatographie hergestellt werden. Weiters ist es vorteilhaft, daB die erfindungsgemége Protein
S-Praparation zur Vermeidung von eventueller Infektiositdt hitzebehandelt ist.

Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméBen Protein S-Préparation, bei welchem eine Protein
S-Fraktion bzw. eine Protein C-Fraktion, hergestellt aus Prothrombinkomplex-Konzentrat, mittels polyklonaler
oder monoklonaler Anti-Protein S-Affinititschromatographie gereinigt und konzentriert wird, ist dadurch
gekennzeichnet, daB in einem Stadium vor der Immobilisierung das IgG-hiltige Substrat bei einer Tempera-
tur und wihrend einer Zeitdauer, die ausreicht, um eventuell vorhandene Krankheitserreger, insbesondere
Viren, zu inaktivieren, hitzebehandelt wird.

Die erfindungsgemdB durch spezifische Reinigungs- und KonzentrationsmaBnahmen gereinigte und
aufkonzentrierte Protein S-Priparation 148t sich mit Vorteil zur Herstellung verschiedener therapeutischer
Zubereitungen einsetzen.

Ein Verwendungsvorschlag gema8 der Erfindung ist die Verwendung von durch polyklonale Affinitats-
chromatographie oder durch monoklonale Anti-Protein S-Affinitdtschromatographie gereinigtem Protein S
zur Herstellung von therapeutischen Priparationen zu Verbindung von thromboembolischen Komplikationen
bei Patienten mit angeborenen oder erworbenen Protein S-Mangelzustidnden.

Ein weiterer Verwendungsvorschlag ist die Verwendung von durch polyklonale Affinitdtschromatogra-
phie oder durch monoklonale Anti-Protein S-Affinitdtschromatographie gereinigtem Protein S zur Herstellung
von therapeutischen Priparationen, zur Behandiung von Patienten mit erhdhtem C4b-binding Proteinspie-
gel.

Ein weiterer bevorzugter Verwendungsvorschlag ist die Verwendung von durch polyklonale Affinitats-
chromatographie oder durch monokionale Anti-Protein S-Affinititschromatographie gereinigtem Protein S
gegebenentalls in Kombination mit aktiviertem Protein C fiir die Herstellung von an kinstiichen GefdBober-
flachen immobilisierten Praparationen zur Verhinderung einer Thrombosierung.
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Die Herstellung, Reinigung und Bewertung erfindungsgemaBer Prédparationen ist in den folgenden
Bespielen n3her erldutert.

Beispiel 1:
Reinigung von Protein S aus Prothrombinkomplex-Konzentrat

Menschliches Protein S wurde aus Faktor IX-Konzentrat (Prothrombinkomplex STIM-3 IMMUNO AG
Vienna) mittels eines Anionenaustauschers auf Basis eines dreidimensional vernetzten Polysaccharids mit
quarterndren Aminoethylgruppen (QAE-Sephadex) und Chromatographie an einer Matrix auf Basis modifi-
zierter, mit 2,3-dibromopropanol quervernetzter Agarose, an welcher ein blauer Farbstoff (Cibracron Blue
3G-A) kovalent gebunden ist (Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia)) in folgender Weise hergestelit.

Das lyophilisierte Konzentrat (100g) wurde in 200 mi sterilem ionenfreiem Wasser gel0st und gegen
einen Puffer, bestehend aus 0,01 M 2-(N-Morpholinethansulfonsdure), pH 6,0; 0,18 M NaCl, 10 mM EDTA, 2
mM Benzamidin-HCI und 0,02 % NaN3 (Startpuffer), dialysiert. Das dialysierte Material wurde dann auf eine
QAE-Sephadex-Saule (8 x 19 ¢cm) aufgetragen und mit dem genannten Puffer equilibriert. Als Waschldsung
wurden 1,5 | Puffer (Startpuffer) verwendet.

Protein S wurde mit 110 ml/h mit einem linearen NaCl-Gradienten, bestehend aus 1,2 | Startpuffer und
1,2 | eines weiteren Puffers, der sich von dem ersten Puffer durch Zusatz von 0,5 M NaCl unterscheidet,
eluiert. Die Protein S-Fraktionen wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Fast Flow SDS Page
(Pharmacia)) und Antigenbestimmung (Laurell) nach Protein S untersucht, und Fraktionen, die Protein S
enthielten, wurden gepoolt und schlieSlich gegen einen Puffer dialysiert. Dieser Puffer enthielt 50 mM TRIS-
HC!, pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM Benzamidin-HCI und 0,2 % NaNs. Nach der Dialyse wurde
der Protein S-Pool an eine Blue Sepharose-Siule CL-6B (2,5 cm x 10,5) aufgetragen und mit dem
Startpuffer equilibriert.

Die Waschung erfoigte bei einer Geschwindigkeit von 15 mlh mit 500 mi Startpuffer. Das Protein )
konnte so im "void volume" eluiert werden, wihrend Prothrombin an der Sdule adsorbierte. Die Protein S-
reichen Fraktionen wurden wieder mittels SDS-Page Fast Flow System (Pharmacia und Laurell, Scand. J.
Clin. Invest. (Suppl) 29 (1977) 21 (supp! 124)) bestimmt.

Das so hergestellte Protein S hatte die fiir Protein S charakteristische Morphologie an einem reduzieten
SDS-Page, namlich zwei nahe Banden (Doublet) mit einem Molekulargewicht von etwa 86.000 bzw. 76.000.
Die Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt anhand eines Extinktionskoeffizienten von
0.1 bei 280 nm fiir menschliches Protein S und wurde durch die Methode nach LOWRY bestétigt (Lowry O.,
Rosebrough N., Farr AL, Randall R., Protein measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem.
193(1951)265).

Beipiel 2:
Immunisierung von Schafen mit Protein S

Das nach Beispiel 1 hergestellte vorgereinigte Protein S wurde zur Herstellung von Schaf-Antiserum
gegen Protein S verwendet, indem vier Immunisierungsinjektionen vorgenommen wurden, wobei bei den
ersten zwei Injektionen 100 L.g Protein S mit Freundschem Adjuvans subkutan appliziert wurden und bei
den folgenden Boosterungen mit inkomplettem Adjuvans gearbeitet wurde. Nach weiteren Boosterungen
wurde das Antiserum mittels doppelter Inmunodiffusion getestet und zeitgte eine Prézipitation mit gereinig-
tem Protein S und mit Normalplasma.

Beispiel 3:
Reinigung von Protein S mittels polyklonaler Affinitidtschromatographie

Die lgG-Fraktion aus 450 mi Antiserum wurde durch Alkoholfallung und anschlieBende Adsorption an
ein Gelfiltrationsmaterial (Sephadex A 50) in TRIS-HCI-Puffer, pH 6, 8, erhalten. Aus 450 m! Antiserum
waren im Uberstand 1,14 g Anti-Protein S-IgG. Die IgG-Fraktion wurde an 450 ml Sepharose CL-4B (Blue
Sepharose CL-4B ohne Farbstoff) gekoppelt, wobei 5,7 mg Protein/ml Sepharose eingesetzt wurden. Die
Kopplungseffizienz betrug 76 %. Die Anti-Protein S-Sdule wurde mit Glycin-HCI, pH 3. und Adsorptionspuf-
fer, pH 7.5, equilibriert.
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Der Adsorptionspuffer bestand aus 20 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0.25 M NaCl, 2 mM Benzamidin, 0,02 %
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) und 0.02 % NaN;, pH 7.4. Die Waschpufferidsung hatte
folgende Gehalte: 20 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1,0 M NaCl, 0,5 mM Benzamidin, 0,01 % Tween 20; 0,02 %
NaNs;, pH 7,4.

Der Elutionspuffer war wie die Waschpufferldsung zusammengesetzt, mit der Anderung, daB 0,05 %
Tween 20 und zusitzlich 243,3 g NaSCN, pH 7,4 (eine 3 M Rhodanid-L8sung) verwendet wurden.

Die Dialysepufferisung enthielt 20 mM Tris, 0,15 mM Glycin, 1 mM EDTA, 2 mM Benzamidin, pH 83.

Zur erfindungsgemaBen weiteren Reinigung der Protein S-Fraktion, hergestelit aus Prothrombinkom-
plex-Konzentrat nach Beispiel 1, wurden 100 g der Fraktion in 1 | Adsorptionspuffer gelSst und Uber Nacht
gegen eine Adsorptionspufferldsung dialysiert. Die S4ule wurde nach Auftragen der Probe mit Waschpuffer,
ca. 5 |, proteinfrei gewaschen, anschlieBend erfolgte die Elution mit 3 M NaSCN in der Elutionspufferlosung.
Das Eluat wurde sofort dialysiert, bis SCN unter der Nachweisgrenze lag; das Eluat hatte eine Konzentration
von 500 .g/mi Protein S. Es war frei von C4b-binding Protein. ‘

Beispiel 4:
Reinigung von Protein S mittels monoklonalér Anti-Protein S-Affinitdtschromatographie
Monoklonale Anti-Protein S-Antik&rper wurden wie foigt hergestelit:

BALB/C-Miuse wurden mit 100 g des nach Beispiel 1 hergesteliten Protein S in zweiwGchigen
Abstinden durch intraperitoneale Injektion immunisiert. Nach sechs Wochen wurden noch einmal 50 LLg des
menschlichen Protein S injiziert, und drei Tage spiter die Fusion vorgenommen. Die Myelomzellinie (P3-X-
63-AG8-653, 1,5 x 107 Zellen) wurde vermischt mit 1,7 x 108 Milzzellen von einer Maus, und die Fusion
nach modifizierter Kéhler & Milstein-Methode unter Verwendung von PEG 1500 durchgefiihrt (Kohler G.,
Milstein C., Nature 256 (1975) 495-497).

Positive Klone, getestet mittels eines ELISA, wurden zweimal subgeklont. Aszitesproduktion erfoigte
durch Injektion von 5 x 108 Hybridomzellen je BALB/C-Maus zwei Wochen nach Pristan-Behandlung.

Das Immunglobulin wurde aus Aszites durch Ammoniumsulfatprézipitation und anschlieende Chroma-
tographie mittels QAE-Sephadex und darauffolgend Chromatographie an einem unmodifizierten, dreidimen-
sional vernetztem Dextrangel (AusschiuBgréBe: zwischen 1 x 10° und 6 x 10°) (Sephadex G200) gereinigt.

Die aus Aszites gewonnene und an Protein A Sepharose (Sepharose CL-4B, an die Protein A gekoppelt
ist, welches eine starke, spezifische Wechselwirkung mit der F.-Region von IgG eingeht) vorgereinigte 1gG-
Fraktion wurde an Sepharose CL-4B gekoppelt. Die Affinitdtschromatographie Reinigung von Protein S,
welches aus Prothrombinkomplexkonzentrat nach Beispiel 1 gewonnen wurde, erfolgte unter den nach
Beispiel 3 fiir polyklonale Protein S-Antikdrper beschriebene Bedingungen. Die Konzentration des Eluates
an Affinitdtschromatographie S betrug 600 wg/mi. Es war frei von C4b-binding Protein.

Die nach der Methode der polyklonalen oder der monoklonalen Affinitdtschromatographie hochgereinig-
ten Protein S-Praparationen wurden einer SDS-Page (Gradientengel 8 bis 12 %) unterworfen, und sie
kénnen anhand von Coomassie-Farbung (Laemmli UK: Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4, Nature 227 (1970) 680) als Uber 95 % rein bezeichnet werden.

Beispiel 5:

Die nach den Beispiclen 3 oder 4 hergesteliten Protein S-Eluate wurden in folgender Weise zu
pharmazeutisch applizierbaren Prdparationen fertiggestellt:

Die Eluate wurden zuerst einem Ultrafiltrations- und einem Diafiltrationsschritt unterworfen. Fur die
Diafiltration wurde ein Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet, der pro Liter 150 mM NaCl und 15 mM
Trinatriumcitrat. 2H, O enthielt. Die erhaltenen Filtrate wurden gefriergetrocknet und durch eine einstindige
Dampfbehandiung bei 80° C + 5° C und 1375 ¢ 35 mbar virusinaktiviert (zwecks Beseitigung eventuell
vorhandener viraler Kontaminationen von polyklonalem oder monoklonalem AntikSrper).

Das lyophilisierte virusinaktivierte Material wurde sodann in einer sterilen isotonen NaCl-Losung geldst,
und mittels lonenaustauschchromatographie an einem Material auf Basis modifizierter Agarose (Q-Sepharo-
se) wurden etwaig vorhandene Antikdrper bzw. Serumamyloid P entfert. Die gereinigte Losung wurde durch
einen weiteren Ultrafiltrations- und Diafiltrationsschritt konzentriert. Danach wurden zur erhaltenen Ldsung
pro Liter 10 g Albumin, 150 mM NaCl und 15 mM Trinatriumcitrat zugegeben. Der pH-Wert der L&sung
betrug 7.5. Sie enthielt 3000 wug/ml Protein S. Dieser Gehalt an Protein S entspricht einer 500-fachen
Anreicherung im Vergleich zu Plasma. Maus-Immungiobulin sowie die Faktoren I, VII, IX und X konnten
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nicht nachgewiesen werden. AnschlieBend wurde die L&sung sterilfiltriert, abgeflllt und lyophilisiert.

Die Wirkung der Priparationen zur Verhinderung von Thrombosen wird im folgenden Thrombosemodell
dargestelit:

11 weiBe minliche New Zealand Kaninchen mit einem Gewicht von 2,5 bis 3 kg wurden fur den Test
herangezogen. Die Tiere erhielten eine Anésthesie, bestehend aus Urethan (50 %ige L&sung) in einer Dosis
von 2 g/kg Kérpergewicht.

Nach Anisthesie wurden die Tiere auf dem Ricken liegend in eine Haltervorrichtung plaziert. Nach
Rasieren der Vorderfront des Halses wurde ein Lingsschnitt gemacht, um die Jugularvenen beidseits Uber
ca. 3 cm zu préparieren. 50 s vor der Ligatur wurden 25 Einheiten "Faktor Eight Inhibitor Bypassing
Activity" (FEIBA) pro Kilogramm (= thrombogene Substanz, Thrombus-Stimulus) in die kontralaterale
Ohrvene injiziert. Die Ligatur wurde fiir 10 bzw. 20 min belassen, dann anschliefend das Gef4B entfernt und
nach Erdffnen des GefiBes der entstandene Thrombus nach visueller Stadieneinteilung von 0 bis 4
beurteilt, wobei "0" die Abwesenheit eines Clot und "4" einen festen, exsudatfreien Clot bedeutet.

Dieses Modell ist in der Literatur (Seminars in Thrombosis and Hemostasis 11 (1985) 155; J. Appl.
Physiol. 14 (1959) 943-946) fiir die Evaluierung von antithrombotischen Substanzen beschrieben.

In der vorliegenden Versuchsreihe wurde Protein S 5 min vor der FEIBA-Injektion in verschiedenen
Dosierungen {iber die Ohrvene appliziert. Protein S wurde als wirksam im Hinblick auf Thromboseverhinde-
rung eingestuft, wenn der Clot mit + 1 oder weniger beurteilt wurde.

Protein S, in Dosen von 0,5 bis 1,2 mg/kg 5 min vor der FEIBA-Applikation (25 E/kg) gespritzt, war in
allen 11 Tieren wirksam. Bei 20-miniitiger Stase war Protein S in Dosierung von iber 1,5 mg wirksam (3
Tiere). Das maximal eingesetzte Volumen betrug 7 ml. Kontrollen, bestehend aus Protein S-Puffer in 7 und
10 ml eingesetzt, hatten keine thromboseverhindernde Wirkung.

Wie bereits ausgefiihrt, ist eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung die Verwendung einer
Kombination von erfindungsgemiB gereinigtem Protein S mit aktiviertem Protein C.

Beispiel 6:
Herstellung von aktiviertem Protein C

Hochreines aktiviertes Protein C wurde analog, wie in Beispiel 4 fiir Protein S beschrieben, hergestellt,
indem zunichst eine rohe Protein C-Fraktion aus kommerziell erhdltlichem Prothrombinkomplex-Konzentrat
hergestelit wurde. Monoklonale Antikérper gegen Protein C wurden, anaiog wie in Beispiel 4 flir Protein C
beschrieben, produziert und weiter gereinigt. Die monoklonalen Antikdrper gegen Protein C wurden an ein
mittels CNBR aktiviertes Agarosegel, welches keine Tentakel aufweist und welches Liganden mit primdren
Amingruppen bindet (CNBR-Sepharose 4B) (Pharmacia), gekoppeit. Fiir die Reinigung des Protein C mittels
Affinitatschromatographie wurden folgende Puffer verwendet:

Als Adsorptionspuffer: 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 0,25 M NaCl und 5 mM Benzamidin;

als Waschpuffer wurde verwendet: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 2 mM Benzamidin, 2 mM EDTA; der pH-
Wert betrug 7.4,

als Elutionspuffer wurde verwendet; 3 M NaSCN, 20 mM Tris, 1 M NaCl, 0,5 mM Benzamidin, 2 mM
EDTA.

Im einzelnen: Das Prothrombinkomplex-Konzentrat wurde im Adsorptionspuffer aufgeldst, wobei etwa
10 g des Prothrombinkomplex-Konzentrates fiir eine 20 ml monokionale AntikGrpersdule zur Verwendung
kamen. AnschlieBend wurde das aufgeldste Prothrombinkomplex-Konzentrat filtriert, bei 20.000 rom 15 min
lang zentrifugiert und durch ein 0.8 um Filter steriffiltriert. Das sterilfiltrierte und gelSste Prothrombinkom-
plex-Konzentrat wurde auf die S3ule aufgetragen mit einer FluBrate von 10 mi/h. AnschlieBend wurde die
Siule mit dem Waschpuffer proteinfrei gewaschen, und schiieBlich das gebundene Protein C mit dem
Elutionspuffer bei einer FluBrate von 5 ml/h eluiert, und die Fraktion gesammelt. Das eluierte Protein C
wurde gegen einen Puffer (0,2 M Tris, 0,15 M Glycin und 1 mM EDTA, pH 8,3) dialysiert. Der Protein C-
Gehalt wurde antigenmiBig mittels der Methode nach Laurell und aktivitatsmaBig nach Aktivierung von
Protein C mittels Schlangengift (Protac der Fa. Pentapharm) bestimmt.

Die Aktivierung des gereinigten Protein C erfolgte dadurch, daB 70 ml Thrombin (500 NIH Einheiten/ml,
etwa 2000 NIH Einheiten/mg Protein entsprechend) an CNBR Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt wurden,
worauf Protein C mit dem Thrombingel in einem Verhiltnis von etwa 6 Einheiten Protein C zu 1 Einheit
Thrombin bei 37° C gemischt und unter kontinuierlichen Schiitteln 3 h in Reaktion belassen wurden. Die
Protein C-Aktivitdt wurde anschlieBend mit einem chromogenem Substrat, weiches von aktiviertem Protein
C gespalten wird und dadurch eine Farbbildung bewirkt, weiche proportional zur Aktivitdt von Protein C ist,
(S 2366 der Fa. Kabi (Chromogenix)) bestimmt. Das aktivierte Protein C wurde anschlieBend sterilfiltriert
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und gegebenenfalls eingefroren.
Beispiel 7:

Hochgereinigtes Protein C kann auch analog, wie in Beispiel 3 flr Protein S beschrieben, mittels
polyklonaler Affinitdtschromatographie bereitet werden, indem Protein C-Antiserum durch Immunisierung
von Schafen und Plasmapherese der Tiere hergestellt wird.

Nach der folgenden Arbeitsweise wurden 40 mg monoklonal gereinigtes Protein C an CNBR Sepharose
4B (Pharmacia) gekoppelt. 150 mi der Schaf-anti-Protein C-lgG-Fraktion wurden in folgendem Puffer auf die
Protein C-S4ule aufgetragen: 500 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM Benzamidin, 10 mM CaClz.

AnschiieBend folgte eine Proteinfreiwaschung der Sdule mit demselben Puffer. Die calciumabhéngige
AntikSrperfraktion wurde durch Elution mit folgendem Puffer erhaiten: 100 mM NaCl, 20 mM Tris, 3 mM
EDTA.

Etwa 6 % der gesamt aufgetragenen Schaf-igG-Fraktion wurden unter diesen Bedingungen eluiert. Die
calciumunabhingige lgG-Fraktion wurde mit 4 M Guanidin von der S&ule getrennt. Die gewonnene
calciumabhingige (metallionenabhingige) Protein C-Antikrperfraktion wurde anschlieBend an eine CNBR
Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppeit.

Prothrombinkomplex-Konzentrat wurde geldst in 500 mM NaCi, 20 mM Tris, 10 mM Benzamidin, 20
mM CaCl, und auf die calciumabhiingige polyklonale anti-Protein C-Sepharose (CNBR Sepharose 4B an
die AntikSrper, die gegen Protein C gerichtet sind, gebunden sind) aufgetragen, anschlieBend mit demsel-
ben Puffer gewaschen und mit folgendem Puffer: 100 mM NaCl, 20 mM Tris, 2 mM Benzamidin, 3 mM
EDTA, eluiert. Das eluierte Protein C wurde dann in dhnlicher Weise, wie flir monoklonal gereinigtes Protein
C nach Beispiel 6 beschrieben, weiterbehandelt und aktiviert.

Die Formulierung des nach Beispiel 6 bzw. 7 hergestellten hochgereinigten Protein C zu einer
pharmazeutisch verabreichbaren Priparation erfolgte in gleicher Weise, wie fiir das Protein S gemds
Beispiel 5 beschrieben.

Beispiel 8:
Hitzebehandlung der gegen Protein C oder Protein S gerichteten AntikGrper

25 mi einer nach Beispiel 7 hergesteliten, wéssrigen Losung eines monoklonalen Antikdrper gegen
Protein C wurden gegen das 6-fache Volumen einer 075 %igen GlyciniSsung diafiltriert, worauf 0,45 g
Sorbit zugesetzt wurden. Danach wurde die L8sung eingefroren und lyophilisiert. Das Lyophiiisat wurde mit
Wasser auf 7.6 % befeuchtet und in einer N2-Atmosphidre 10 Stunden bei 80 ° C erhitzt und damit eventuell
vorhandene Krankheitserreger inaktiviert.

100 mg dieses AntikSrpers wurden an 25 ml eines aktivierten Harzes zur Bindung von Antikrpern (Affi-
Gel der Firma Bio-Rad) immobilisiert, wobei iiber 99 % des eingesetzten Proteins gebunden wurden. Zur
Gewinnung von Protein C wurde aus einem Prothrombinkomplex-Konzentrat, wie im Beispiel 6 beschrieben,
das Protein C an den immoblisierten monoklonalen AntikSrper gebunden und eiuiert. Die Ausbeute betrug
600 ug Protein C pro ml Gel.

In gleicher Weise konnte auch Protein S mit Hilfe von Antikdrpern gegen Protein S gewonnen werden,
welche Antik&rper vor der Immobilisierung hitzebehandeit worden waren.

Beispie! 9:

Wirksamkeit von aktiviertem Protein C zur Verhinderung von Thrombosen im Kaninchen-Thrombosemodell
Aktiviertes Protein C wurde als wirksam im Hinblick auf Thromboseverhinderung eingestuft, wenn der

Clot mit + 1 oder weniger beurteilt wurde. Aktiviertes Protein C in Dosen von 500 bis 1000 t.g/kg 5 min vor

der FEIBA-Applikation (25 E'kg) gespritzt, war in 18 von 18 Tieren wirksam. Die nicht aktivierte Form hatte

keine thromboseverhindernde Wirkung in diesem Modell.

Beispiel 10:

Bei kombinierter Applikation von Protein S und aktiviertem Protein C kamen 280 ug aktiviertes Protein
C und 500 ug Protein S pro kg zur Anwendung.
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Eine solche Kombination ist im Thrombose-Modell im Hinblick auf Thromboseverhinderung voll wirk-

sam; die eingesetzten Mengen der einzeln wirksamen Substanzen zeigten in der kombinierten Anwendung
in deutlich verringerter Menge eine thromboseverhindernde Wirkung. Somit ist ein synergistischer oder
additiver Effekt anzunehmen. Verlingerte Blutungen aus den gesetzten Wunden wurden nicht beobachtet.

Aus Sicherheitsgriinden kann bei der beschreibenen Reinigung mittels polyklonaler oder monoklonaler

Anti-Protein S-Affinitidtschromatographie das IgG-hiltige Substrat hitzebehandelt werden, u. zw. bei einer
Temperatur und wihrend einer Zeitdauer, die ausreicht, um eventuell vorhandene Krankheitserreger,
insbesondere Viren, zu inaktivieren.

Patentanspriiche

1.

Protein S-haltige Préparation zur Behandlung bzw. Verhinderung von Thrombosen bzw. thromboemboli-
schen Komplikationen, dadurch gekennzeichnet, da der Protein S-Gehalt mindestens das 50fache
von dem in nativem Plasma enthaltenen Protein S betrdgt, daB die Préparation frei von C4b-binding
Protein ist und da8 sie gegebenenfalls auch aktiviertes Protein C enthélt.

Protein S-haltige Préparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB das Protein S durch
polykionale oder monoklonale Anti-Protein S-Affinitdtschromatographie gereinigt ist.

Protein S-haitige Préparation nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein S
zur Vermeidung von eventueller Infektiositét hitzebehandelt ist.

Verfahren zur Herstellung einer Priparation nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei welchem eine
Protein S-Fraktion bzw. eine Protein C-Fraktion, hergestellt aus Prothrombinkomplex-Konzentrat, mittels
polyklonaler oder monoklonaler Anti-Protein S-Affinitdtschromatographie und durch Eluieren gereinigt
und konzentriert wird, dadurch gekennzeichnet, daB in einem Stadium vor der Immobilisierung das
IgG-haltige Substrat bei einer Temperatur und wahrend einer Zeitdauer, die ausreicht, um eventuell
vorhandene Krankheitserreger, insbesondere Viren, zu inaktivieren, hitzebehandelt wird.

Verwendung einer Prédparation nach den Anspriichen 1 bis 3 zur Herstellung von therapeutischen
Praparationen zur Verhinderung von thromboembolischen Komplikationen bei Patienten mit angebore-
nen oder erworbenen Protein S-Mangelzustdnden.

Verwendung einer Prédparation nach den Ansprichen 1 bis 3 zur Herstellung von therapeutischen
Priaparationen zur Behandiung von Patienten mit erhdhtem C4b-binding Proteinspiegel.

Verwendung einer Pr3paration nach den Anspriichen 1 bis 3, gegebenenfalls in Kombination mit
aktiviertem Protein C, zur Herstellung von an kiinstlichen GefdBoberflachen immobilisierten Préparatio-
nen zur Verhinderung einer Thrombosierung.
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