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LAGERSTABILES, FUNKTIONELL INTAKTES FIBRINOGEN

Die Erfindung betrifft ein lagerstabiles, funktionell intaktes Fibrinogen, ein
Fibrinogenkonzentrat und ein fibrinogenhéltiges Arzneimittel. Die Erfindung betrifft ferner
ein Verfahren zur Herstellung einer Fibrinogenldsung durch Abtrennung von
Verunreinigungen aus einer wisserigen Losung, welche funktionell intaktes Fibrinogen

enthilt.

Bei Verletzungen von BlutgefdBlen kommt es zu mehr oder weniger stark ausgeprigten
Blutungen, die durch die Gerinnung des Blutes in den verletzten Gefdllen zum Stillstand
gebracht werden. Blut kann aber auch in nicht verletzten Blutgefdflen durch andere
GefiBschidigungen gerinnen und durch die dabei entstehenden Thromben die Blutzirkulation
lokal unterbrechen. Fiir die Gerinnung des Blutes sind Thrombin, das 18sliches Fibrinogen in
unlésliches Fibrin iiberfiihrt, sowie aktivierte Plattchen verantwortlich. (Brummel KE et al:
An Integrated Study of Fibrinogen during Blood Coagulation. J B Chem 1999;
274(32):22862-22870. Blombick B: Fibrinogen and Fibrin-Proteins with Complex Roles in
Hemostasis and Thrombosis. Thromb Res 1996; 83(1):1-75).

Thrombin spaltet enzymatisch von intaktem Fibrinogen die Fibropeptide A und B ab, wobei
sich 16sliche Fibrinmonomere bilden. Diese l6slichen Fibrinmonomere aggregieren zu noch
16slichen Fibrinmonomerkomplexen, die weiter zu unloslichem Fibrin aggregieren. Geringe
Thrombinmengen konnen nur eines der beiden im Fibrinmolekiil enthaltenen Fibropeptide A
abspalten, sodass es dann zur Bildung von a-Profibrin kommt (Shainoff JR et al: Fibrin

precursors, intermediaries for hemostasis in the clot war. Thromb Res 2002; 105: 3-13).

Zur enzymatischen Wirkung von Thrombin auf Fibrinogen, das zur Abspaltung des
Fibrinopeptids A und nachfolgend zur Abspaltung des Fibrinopeptids B fithrt, muss sich
Thrombin an die Spaltstellen der Fibrinopeptide im Fibrinogenmolekiil binden.
Dariiberhinaus wird aber Thrombin noch an zwei weiteren Stellen an das Fibrinogenmolekiil
gebunden, wo es keine Spaltung verursachen kann. Dieses so gebundene Thrombin ist |
enzymatisch unwirksam und steht durch seine Bindung auch nicht fiir andere enzymatische
Reaktionen zur Verfliigung. Die Eigenschaft des Fibrinogens, Thrombin auch an Stellen im

Molekiil zu binden, wo es keine enzymatische Aktivitit ausiiben kann, wird als Antithrombin-

Y
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I-Aktivitdt bezeichnet (Mosesson M: Antithrombin L. Inhibition of thrombin generation in
plasma by fibrin formation. Thromb Haemost 2003; 89:9-12. Meh DA: Identification and
Characterization of the Thrombin Binding Sites on Fibrin. J B Chem 1996; 271(38):23121-
23125).

Fibrinogenkonzentrate fiir pharmazeutische Zwecke werden sowohl zur topischen
Applikation fiir Blutstillung und Gewebeklebung, als auch fiir intravense Infusionen zur
Behandlung von A-, Hypo- und Dysfibrinogenémie und Verbrauchskoagulopathie
verwendet. Solche Arzneimittel sind in tiefgefrorener Form oder gefriergetrocknet erhéltlich
und fir 18 bis 36 Monate lagerfihig. Beide Formen weisen Nachteile auf. Die tiefgefrorenen
Fibrinogenlésungen miissen tiefgekiihlt gelagert und transportiert werden, und der
nachfolgende Auftauprozess nimmt geraume Zeit in Anspruch. Die gefriergetrockneten
Fibrinogenkonzentrate kénnen zwar bei Kiihlschranktemperatur gelagert werden, aber die
erforderliche lange Rekonstitutionzeit verhindert eine prompte Anwendung. Sowohl die
aufgetaute wie auch die rekonstituierte Fibrinogenldsung fiihrt bei mehrtdgiger Lagerung im
Kiihlschrank zur Gelbildung und wird dadurch unverwendbar. Gleichzeitig erfolgt auch ein
fibrinogenolytischer Abbau des Fibrinogens, der zur Verminderung des gerinnbaren Proteins
filhrt (Marder VJ et al: High molecular weight derivatives of human fibrinogen produced by -
plasmin. I. Physicochemical and immunological characterization. J Biol Chem 1969;

244(8):2111-9).

In der Vergangenheit wurden verschiedenste Methoden angewandt, wie z.B.
chromatographische Reinigung oder andere Fraktionierungsschritte, die zwar zu besser
gereinigten Fibrinogenpréparationen fithrten, jedoch die erwéhnten Nachteile nach wie vor
aufwiesen (Kannelos J: Isolation of Fibrinogen by Affinity Chromatography. WO 97/26280;
1997. Hock J et al: Stable Fibrinogen Solution. US 6,277,961 B1; 2001. Metzner H:
Reinigung von Fibrinogen. EP 1 568 709 A2; 2005. Dazey B: Verfahren zur Herstellung von
hochreinem Fibrinogen. DE 693 03 941 T2; 1993. Burnouf T: Chromatographische Trennung
von Plasmaproteinen, insbesondere von Faktor VIII, von Willebrand Faktor, von Fibronektin
und von Fibrinogen. DE 689 22 358 T3; 1990. Nogre M: Process for separating proteins
fibrinogen, factor XIII and biological glue from a solubilized plasma fraction and for

preparing lyophilised concentrates of said proteins. AU 2006202680 AT; 2005).
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Versuche, durch Erh6hung der Salzkonzentration oder durch Zusatz chaotroper Agenzien eine
hohere Lagerstabilitit und eine kiirzere Rekonstitutionszeit von gefriergetrocknetem
Fibrinogen zu erreichen, schlugen wegen der erforderlichen hohen Osmolalitit bzw.
auftretenden Toxizitét fehl. (Metzner H et al: Stabilized Protein Preparations for a Tissue
Adhesive. US 6,447,774 B1; 2002. Chabbat J: Fluid Biological Glue. WO 91/19519; 1991.
Metzner H et al: Stabilisierte Proteinzubereitung fiir einen Gewebekleber. DE 198 53 033 Al;
2000).

Hochgereinigte Fibrinogenpréparationen, die praktisch nur mehr gerinnbares Protein
enthalten, konnen, insbesondere nach ldngerer Lagerung, nur mehr etwa zur Halfte aus
funktionell intaktem Fibrinogen bestehen. Der Anteil des nicht intakten Fibrinogens im
gerinnbaren Protein besteht aus Profibrin, Fibrinmonomeren und Fibrinmonomerkomplexen

sowie noch gerinnbaren Fibrinogenabbauprodukten.

Wihrend der Herstellung und Lagerung von Fibrinogenpréparationen kommt es in
unterschiedlichem Ausmal durch enzymatische Einwirkungen auf Kosten des funktionell
intakten Fibrinogens zur weiteren Bildung von Fibrinogenabbauprodukten, und damit zur
Qualitdtsverschlechterung einer Fibrinogenpréparation, insbesondere zu einer schlechteren

Rekonstitutierbarkeit von gefriergetrocknetem Fibrinogen.

Aufeabe der Erfindung

Gefriergetrocknete, fibrinogenhéltige Arzneimittel sollten schnell, d.h. in kurzer Zeit,
rekonstituierbar sein und diese schnelle Rekonstituierbarkeit wihrend ihrer gesamten Laufzeit
bewahren. Ferner sollten die durch Rekonstitution mit entsprechenden Losungsmitteln
erhaltenen Fibrinogenlsungen bei Kiihlschranktemperatur fliissig und ohne wesentliche
Steigerung der Viskositit eine Woche lang haltbar sein, ohne dass gerinnbares Protein

verloren geht.

Das in den Ausgangsmaterialien vorliegende gerinnbare Protein ist bereits ein Gemisch aus
intaktem Fibrinogen, Profibrin, Fibrinmonomeren, Fibrinmonomerkomplexen und auch
fibrinogenolytischen Abbauprodukten. Die Abbauprodukte des intakten Fibrinogens entstehen

durch Enzyme, die bereits im Plasma und in den Plasmarohfraktionen meist in



WO 2009/155626 PCT/AT2009/000248

unterschiedlichem AusmaB vorhanden sind. Es ist daher erforderlich, Herstellungsmethoden
zu entwickeln, bei denen stérende enzymatische Aktivitéten wéhrend der Produktion
unterbunden und Abbauprodukte des intakten Fibrinogens, insbesondere Fibrinmonomere und
Fibrinmonomerkomplexe, weitgehend abgereinigt werden, da diese eine schnelle
Rekonstituierbarkeit des gefriergetrockneten Fibrinogens verhindern. Eigene Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Stabilitét von Fibrinogen von dessen Gehalt an Enzymen, die

Fibrinogen als ihr Substrat erkennen, stark abhingig sein kann.

Um gréflere Verluste an intaktem Fibrinogen bei der Herstellung zu vermeiden, ist es
vorteilhaft, alle enzymatischen Prozesse, die zu einer Verdnderung des intakten Fibrinogens
fihren, so weit wie méglich zu unterbinden. Solche enzymatischen Prozesse werden durch
Enzyme, die Fibrinogen als ihr Substrat erkennen, verursacht, die bereits vorhanden sind bzw.
sich wéhrend des Herstellungsprozesses aus ihren Zymogenen bilden. Besonders bei
Verfahrensschritten, die bei Zimmertemperatur oder erhdhter Zimmertemperatur durchgeftihrt
werden, wie zum Beispiel die S/D Virusinaktivierung, muss darauf geachtet werden, dass es
weder zur Bildung solcher Enzyme aus Zymogenen, noch zur Einwirkung dieser Enzyme auf
Fibrinogen kommt. Ein weiteres Erfordernis ist die Stabilitit von funktionell intaktem
Fibrinogen in einem Arzneimittel, dessen Fibrinogenkonzentration bei der Anwendung

zwischen 0,3 und 10% liegt.

Fliissige, fibrinogenhéltige Arzneimittel sollten wie gefriergetrocknetes Fibrinogen im
Kiithlschrank fiir einen Zeitraum von 18 — 36 Monaten lagerféhig sein. Wéhrend der Dauer der
Lagerung soll es zu keiner wesentlichen Zunahme der Viskositét und zu keinem Verlust an

funktionell intaktem Fibrinogen kommen.

Erfindungsgemille Aufgabenldsung

Das erfindungsgeméBe Fibrinogen kann aus einer aus einer wisserigen Losung hergestellt
werden, welche funktionell intaktes Fibrinogen enthélt und mit Profibrin und/oder
Fibrinmonomeren und/oder Fibrinmonomerkomplexen und/oder Fibrinspaltprodukten
verunreinigt ist, indem die Verunreinigungen mit einem nicht denaturierenden Féllungsmittel
bei einer Temperatur zwischen -4° bis +4° C und einer Ca-Ionenaktivitét, die nicht hher ist,

als jene einer 1.000 uM CaCl,-Lésung, gefillt und durch Filtration oder Zentrifugation aus



WO 2009/155626 PCT/AT2009/000248

der wiisserigen Losung abgetrennt werden. Das Filtrat bzw. Zentrifugat enthélt das

erfindungsgeméfe Fibrinogen in geldster Form.

Unter der Bezeichnung ,,nicht denaturierendes Fallungsmittel* wird ein Féllungsmittel

verstanden, welches Fibrinogen nicht denaturiert.

Ein wesentliches Merkmal des erfindungsgemiBen Verfahrens ist somit, die Ca-lonenaktivitét
abzusenken. Es hat sich gezeigt, dass dann ein Fibrinogen gewonnen werden kann, welches
nach Gefriertrocknung schnell wieder rekonstituerbar ist. Im Sinne der vorliegenden
Beschreibung und der vorliegenden Patentansprﬁché liegt eine schnelle Rekonstituierbarkeit
dann vor, wenn die Rekonstitutionszeit des gefriergetrockneten Fibrinogens bei
Raumtemperatur maximal 10 Minuten ist, wie unten noch ausfiihrlich beschrieben ist.
Demgegeniiber weisen die gefriergetrockneten Fibrinogenkonzentrate des Standes der

Technik erheblich lingere Rekonstitutionszeiten von etwa 20 bis 30 Minuten auf.

Als Ausgangsmaterial haben sich fibrinogenhiltige Plasmarohfraktionen bewahrt, die bei
Temperaturen zwischen — 4° und + 4° C hergestellt werden kénnen. In diesem
Temperaturbereich sind Enzyme, die Fibrinogen als ihr Substrat erkennen, gering wirksam. In
industriellem Mafstab kdnnen solche fibrinogenhjltigen Plasmarohfraktionen durch
Alkoholfillung von Plasma oder von Kryoiiberstand als Cohn-Fraktion-I oder durch
Kiltefallung als Kryoprizipitat gewonnen werden. Die fibrinogenhéltigen
Plasmarohfraktionen Cohn-Fraktion-I und Kryoprézipitat sind in Wasser fiir Injektionszwecke
gut 16slich, und solche fibrinogenhiltigen Losungen konnen bis zur weiteren Verarbeitung

tiefgefroren gelagert werden.

Bei nicht sorgfiltig gewonnenem Plasma, insbesondere wenn es iiber lange Zeit tiefgefroren
gelagert wurde, sind Fibrinmonomere und Fibrinmonomerkomplexe in grolerem Ausmalf}
vorhanden. Wenn aus diesem Plasma Kryoprizipitate gewonnen werden, wird ein hoher
Anteil solcher Fibrinmonomere prizipitiert, sodass es dann zweckmafig erscheint, nur das
noch im Kryotiberstand vorhandene Fibrinogen durch Alkoholféllung zur weiteren Reinigung

Zu gewinnen.

Eine bevorzugte Ausfithrungsform des erfindungsgemiflen Verfahrens ist dadurch

gekennzeichnet, dass die wisserige Losung bei der Féllung eine elektrische Leitfahigkeit von
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< 500 pS/cm aufweist, vorzugsweise bei einer Temperatur zwischen 0° und 2° C. Es hat sich
gezeigt, dass die Verunreinigungen unter diesen Bedingungen leichter und in héherem
AusmalB aus der wésserigen Losung gefallt werden konnen, sodall das erfindungsgeméBe

Fibrinogen noch reiner ist.

Weiters bevorzugt ist, wenn die Ca-Ionenaktivitét nicht hoher ist, als jene einer 500 pM

CaCl,-Losung, insbesondere nicht héher, als jene einer 50 uM CaCl,-Losung.

Besonders bevorzugt ist eine Variante des erfindungsgeméifien Verfahrens, bei der die Losung
eine Temperatur zwischen 0° und 2° C, eine elektrische Leitfihigkeit zwischen 10 bis 100
puS/cm und eine Ca-Ionenaktivitéit aufweist, die nicht héher ist, als jene einer 500 uM CaCl,-

Losung.

Das in der erhaltenen Fibrinogenlésung enthaltene Fibrinogen kann durch mindestens eine

weitere Fallung weiter gereinigt werden.

Mit dem erfindungsgeméfien Verfahren kann eine Fibrinogenlésung mit einem Gehalt von
0,3% bis 10% gerinnbarem Protein hergestellt werden, die bis zu 36 Monate bei einer
Temperatur von 2° bis 8° C haltbar ist, durch Abreinigung von Enzymen und deren
Proenzymen, die als solche bzw. im aktivierten Zustand Fibrinogen als Substrat erkennen, mit
Hilfe von nicht denaturierenden Féallungsmitteln und erforderlicherweise durch Zusatz von

entsprechenden virusinaktivierten, homologen Proteaseinhibitoren.

Die Fibrinogenldsung wird bevorzugt einem Verfahren zur Virusinaktivierung oder
Virusabreicherung unterzogen, die bei Temperaturen {iber der Raumtemperatur, einer
Thrombinaktivitdt von < 0,03 IE/ml und einer Ca-Ionenaktivitét, die jene einer 1.000 uM

CaCl,-Losung nicht tbersteigt, durchgefiihrt wird.

Die Viren konnen durch Nanofiltration bei Temperaturen zwischen 20° und 40° C und mit
Nanofiltern einer Porenweite von maximal 20 nm, vorzugsweise 15 nm, abgereichert werden,
wobei die Nanofiltration vorzugsweise so durchgefiihrt wird, dass es nicht zur Abspaltung

von Fibrinopeptid A kommt.
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Die erfindungsgeméf hergestellte Fibrinogenlésung wird zweckméBigerweise

aufkonzentriert, tiefgefroren oder gefriergetrocknet.

Die Erfindung betrifft ferner ein Fibrinogenkonzentrat, das nach dem erfindungsgeméfien

Verfahren erhiltlich ist.

Bevorzugt ist ferner das erfindungsgemaife Fibrinogenkonzentrat in gefriergetrockenter Form,
zur Verwendung als pharmazeutischer Wirkstoff, wobei das Konzentrat mit einem geeigneten
Losungsmittel zu einer 0,3% bis 10%-igen Fibrinogenldsung rekonstituiert, mindestens 10
Tage zwischen 2° und 8° C gelagert werden kann, ohne dass der Gehalt an gerinnbarem

Protein abnimmt oder eine Gelbildung erfolgt.

Das gefriergetrocknete Fibrinogenkonzentrat ist nach einer Lagerzeit von mindestens 18

Monaten bei 2° bis 8° C mit einem Lésungsmittel in weniger als 10 Minuten rekonstituierbar.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Fibrinogenkonzentrats enthilt
Fibrinogen, aus dem mit Thrombin mindestens 70% Fibrinopeptid A, bezogen auf das

gerinnbare Protein, abspaltbar ist.

Weitere bevorzugte Ausfithrungsformen des erfindungsgeméfien Fibrinogenkonzentrats sind

dadurch gekennzeichnet,

- dass sie mindestens 1 arbitrédre Einheit AT-I pro 10 mg gerinnbarem Protein enthalten,

oder

- dass sie keine Partikel mit einem Durchmesser von mehr als 20 nm, vorzugsweise 15
nm, enthalten,

oder
- dass sie nach Gefriertrocknung 30 bis 180 Minuten auf eine Temperatur von 90° bis

145° C erhitzt wurden.

Dariiberhinaus betrifft die Erfindung ein Arzneimittel, welches das erfindungsgeméBe

Fibrinogenkonzentrat als Wirkstoff enthalt.

Das erfindungsgemifle Arzneimittel kann in einer Fertigspritze oder in einem Infusionsbeutel

enthalten sein.
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Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, welches das
gefriergetrocknete Fibrinogenkonzentrat enthélt und dem basische Aminoséuren bis zur
Hilfte des Gewichts an gerinnbarem Protein zugesetzt wurden, sowie Salze, um die
Osmolaritit zu gewéhrleisten, wobei das gefriergetrocknete Fibrinogenkonzentrat in einem
Losungsmittel rekonstituiert wird, das eine Ca-Salzmenge enthélt, die gewahrleistet, dass das
rekonstituierte Produkt eine Ca-Ionenaktivitit aufweist, die jene einer 5 mM Ca-Cl,-Losung

entspricht.

Das erfindungsgemifle Arzneimittel in gefriergetrockneter Form kann ferner in einem
Endverbraucherbehiltnis fiir eine Dauer von 30 bis 100 Minuten bei Temperaturen zwischen

90° und 145° C zur Inaktivierung etwaig vorhandener Viren hitzbehandelt werden.

Schliefilich betrifft die Erfindung noch die Verwendung der erfindungsgeméafen
Fibrinogenldsung oder des erfindungsgeméifen Fibrinogenkonzentrates zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung von A-, Dys- und Hypofibrinogendmie, und zur Behandlung

von Patienten mit Verbrauchskoagulopathie und Schock, insbesondere septischem Schock.
Im Folgendem wird die Erfindung noch néher beschrieben.

Wie bereits erwihnt, ist es fiir die Herstellung von Fibrinogenkonzentraten mit einem hohen
Anteil an funktionell intaktem Fibrinogen wiinschenswert, die Wirkungen von Enzymen, die
Fibrinogen als ihr Substrat erkennen, weitestgehend zu unterbinden und ebenso die Bildung
solcher Enzyme aus ihren Zymogenen. Dies wird erfindungsgemé&B durch eine starke
Verminderung der Ca-lonenaktivitit und die strikte Einhaltung eines Temperaturbereichs
zwischen -4° und 4° C erreicht. Durch Zusatz von EDTA wird die Ca-Ionenaktivitit so weit
gesenkt, dass ihr Wert unter der Ionenaktivitét einer 1.000 uM Ca-Cl,-Losung liegt. Durch
fraktionierte Fillung mittels nicht-denaturierender Fibrinogenfillungsmittel, wie z.B. Glyzin,
kann eine Fibrinogenfraktion mit mindestens 90% gerinnbarem Protein erhalten werden.
Wenn erforderlich, kann durch mehrfache Umfillung ein Fibrinogenkonzentrat erhalten
werden, aus dem, bezogen auf gerinnbares Protein, mindestens 70% Fibrinopeptid A durch

Thrombin abspaltbar sind, und das nach Gefriertrocknung schnell 16slich ist.
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Wenn solche Fibrinogenkonzentirate in einer 1%igen Lsung hohe Thrombin- oder
Kallikreinaktivitdt enthalten, kann mittels enzymfreier Inhibitoren die Enzymaktivitét
reduziert werden. Es ist zweckmifig, virussichere Inhibitoren zuzusetzen, die, falls

erforderlich, durch weitere Reinigungsschritte wieder abgetrennt werden konnen.

Die Virusinaktivierung kann dann durch Zusatz von Tween-80 und Trinitrobutylphosphat in
den erforderlichen Mengen bei Temperaturen zwischen 28° und 30° C bis zu 10 Stunden
durchgefiihrt werden, ohne dass sich dabei messbare Mengen Fibrinopeptid A von Fibrinogen

abspalten.

Die Abreinigung des Virusinaktivierungsmittels aus dem vimsinaktivieﬂen
Fibrinogenrohkonzentrat kann chromatographisch oder durch fraktionierte Fillung erfolgen.
Zur Féllung k6nnen bei Temperaturen iiber 0° C Aminoséuren, Polydthylenglykol und andere,
nicht toxische und nicht denaturierende Fallungsmittel dienen. Weiters besteht auch die
Moéglichkeit, durch Alkoholfillung bei Temperaturen zwischen -3° bis — 5° C Tween-80 und

Trinitrobutylphosphat zu entfernen.

Das virusinaktivierte und gereinigte Fibrinogenkonzentrat kann noch geringe Mengen an
Fibrinmonomeren und Fibrinmonomerkomplexen enthalten, die durch Kélteprézipitation bei
sehr niedriger elektrischer Leitfihigkeit entfernt werden kdnnen. Die Absenkung der
Leitfghigkeit auf einen Wert unter 500 pS/cm und insbesondere zwischen 10 und 100 pS/cm
kann durch Dialyse, Diafiltration oder auch durch Alkoholféllung in der Kélte erreicht

werden.

Die Kéltefédllung wird bei Temperaturen zwischen -4° und +4° C durchgefiihrt. Der pH-Wert
ist vorzugsweise zwischen 7,1 bis 7,3. Eine Erniedrigung des pH-Werts auf bis 6,5 verstirkt
die Kiéltefidllung, verschlechtert aber die Ausbeute an funktionell intaktem Fibrinogen. Durch
Rithren, Vibration oder Beschallung kann die Kiltefillung erhoht werden. Durch Filtration
oder Zentrifugation wird das Kélteprézipitat entfernt, das im Wesentlichen aus
Fibrinmonomeren und deren Komplexen besteht. Im Uberstand, bzw. Filtrat, befindet sich das
funktionell intakte Fibrinogen, das durch Fallung, vorzugsweise mit Alkohol unter 0° C
gewonnen werden kann. Das auf diese Weise hochgereinigte Fibrinogen ist funktionell intakt

und nach Gefriertrocknung schnell rekonstituierbar. Wéhrend der gesamten Herstellung muss
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darauf geachtet werden, dass die Ca-lonenaktivitat nicht die lonenaktivitit einer 1.000 pM

CaCl,-Losung tibersteigt.

Wenn erforderlich, kénnen durch weitere Reinigungsschritte Proenzyme, wie Faktor XIII
oder Plasminogen, entfernt werden. Fiir manche Anwendungen sind aber bestimmte
Proenzyme erforderlich. Sie werden vorzugsweise in virussicherer Form wihrend der

Formulierung einer Fibrinogenpréparation zugesetzt.

Das hochgereinigte Fibrinogenkonzentrat kann noch immer, wenn auch in niedriger
Konzentration, Enzyme enthalten, die Fibrinogen nachteilig verdndern. Um diese Enzyme zu
inhibieren, werden vorteilhaft virusinaktivierte, atoxische, enzymfreie homologe
Proteaseiﬁhibitoren zugesetzt, wie AT-III, Heparin-Cofaktor-II und C;-Esterase-Inhibitor. Die
so erhaltenen Fibrinogenkonzentrate, vorzugsweise mit einer Ca-lonenaktivitit, die unter der
einer 50 pM CaCl,-Ldsung liegt, kdnnen in fliissigem Zustand als Wirkstoff oder formuliert
in einem Konzentrationsbereich von Fibrinogen zwischen 0,3 und 10% bei 2° bis 8° C

mindestens 18 Monate gelagert werden.

Fibrinogenlosungen, die keine Thrombinaktivitdt mehr besitzen, kdnnen dennoch Thrombin
enthalten, das an Stellen des Fibrinogenmolekiils gebunden ist, die durch Thrombin nicht
aufgespalten werden kénnen. Durch Zusatz von nicht-toxischen chaotropen Substanzen kann
die Fibrinogen-Thrombinbindung gesprengt und Thrombin von Fibrinogen abgetrennt
werden. Das so gereinigte Fibrinogen weist eine hohe AT-I-Wirkung auf. Durch Umféllung

werden die chaotropen Substanzen wieder entfernt.

Das potentielle Risiko einer Virusiibertragung durch menschliche Blutprodukte kann durch
Nanofiltration reduziert werden. Fibrinogenlosungen, die keine oder nur sehr geringe Mengen
Fibrinmonomerkomplexe enthalten, kénnen durch Nanofilter mit einer Porengréfle von 15 bis
20 nm gut filtriert werden, wobei eine Erththung der Temperatur der zu filtrierenden Lésung
iiber die Raumtemperatur die Filtrationsgeschwindigkeit beschleunigt. Praktisch enzymfreie
Fibrinogenlosungen konnen bis zu einer Temperatur von 40°C nanofiltriert werden, und

dadurch kann eine mindestens doppelte Erhohung der Filtrationsgeschwindigkeit erreicht

werden.
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Eine weitere Risikoverminderung einer Virusiibertragung wird durch Erhitzen von
gefriergetrocknetem Fibrinogen auf Temperaturen zwischen 90° und 145° C fiir eine Dauer
von 30 bis 180 Minuten erreicht. Diese Erhitzung kann sowohl in gefriergetrocknetem

Bulkmaterial als auch in Endverbraucherbehéltern erfolgen.

Die erfindungsgeméfBen Verbesserungen der Fibrinogengewinnung ermoglichen die
Herstellung von fibrinogenhiltigen Arzneimitteln, die einfacher gelagert und transportiert

werden kdnnen, und eine raschere und breitere therapeutische Anwendung erschlieen.

Die Erfindung betrifft daher auch ein gefriergetrocknetes Fibrinogenkonzentrat als
pharmazeutischen Wirkstoff, das mit einem geeigneten Losungsmittel zu einer 0,3% bis 10%
Fibrinogenldsung rekonstituiert, und 10 Tage zwischen 2° und 8° C gelagert werden kann,

ohne dass der Gehalt an gerinnbarem Protein abnimmt oder eine Gelbildung erfolgt.

Eine weitere Ausfilhrungsform des erfindungsgemiBen Fibrinogenkonzentrats ist dadurch
gekennzeichnet, dass dessen Gehalt an gerinnbarem Protein aus funktionell intaktem
Fibrinogen und weniger als 10%, vorzugsweise weniger als 3%, Profibrin bzw.
Fibrinmonomeren besteht, virusinaktiviert ist und gefriergetrocknet innerhalb von 36
Monaten bei 2° bis 8° C in Mengen von Losungsmitteln, die eine 0,3 bis 10%ige Losung von
gerinnungsfihigem Protein ergeben, schnell 16slich ist, wobei diese Losungen bis zu zehn
Tagen bei 2° bis 8° C gelagert, keine Verinderung der Viskositit und keine Abnahme des

gerinnbaren Proteins erfahren.

Eine weitere Ausfithrungsform des erfindungsgeméBen Konzenirats ist dadurch
gekennzeichnet, dass weder Enzyme, die Fibrinogen als Substrat erkennen, noch Proenzyme,
die zu solchen Enzymen aktiviert werden kénnen, enthalten sind und es in einer 0,3 bis

10%igen Ldsung bei 2° bis 8° C mindestens 18, vorzugsweise 36, Monate haltbar ist.

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Fibrinogenkonzentraten mit
einer AT-I-Aktivitit von mindestens 1 arbitrdren Einheit AT-I pro 10 mg gerinnbarem
Protein, durch fraktionierte Fillung mit nicht denaturierenden Féllungsmitteln, nach
vorheriger Trennung der Enzym-Substrat-Bindung von Thrombin mit Fibrinogen durch nicht

toxische chaotrope Substanzen.



12
WO 2009/155626 PCT/AT2009/000248

Mit den nachfolgenden Beispielen werden bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfindung

noch néher beschrieben.
Beispiele
1. Schnell rekonstituierbares, gefriergetrocknetes Fibrinogenkonzentrat

1000 g Kryopaste oder Cohﬁ-Fraktion—I Prézipitat werden in einer 0,01 M EDTA-LOsung, die
2 E pro ml enthilt, unter stindigem Riihren bei 4° + 1° C geldst, um eine 1 — 2%ige
Proteinlésung zu erhalten. In diese Losung wird wasserfreies Glyzin eingertiihrt, bis der
Gehalt 6 g/v% betriigt. Nach 10-stiindigem Rithren bei 2° C wird der entstandene
Niederschlag in einem Temperaturbereich von 2° - 4° C durch Zentrifugation oder Filtration
entfernt. Der Niederschlag enthélt einen grolen Teil der im Ausgangsmaterial enthaltenen
Fibrinmonomerkomplexe und Fibrinmonomere. Der Uberstand, bzw. das Filtrat, wird mit
Glyzin bei einer Temperatur zwischen 2° und 4° C gesittigt und wieder 10 Stunden bei dieser
Temperatur geriihrt. Das dabei ausgefallene erfindungsgeméfe Fibrinogen wird hochtourig in
einer Sharples Zentrifuge bei einer Umdrehungszahl von etwa 17000 Umdrehungen pro
Minute gewonnen und wieder in einer 1/100 M EDTA-LGsung aufgeldst, um eine etwa 1%ige

Lésung an gerinnbarem Protein zu erhalten.

Das gelGste Fibrinogen wird bei einer Temperatur von 2° bis 4° C gehalten und es wird eine

Probe zur Bestimmung von Thrombin, Gesamtprotein und gerinnbarem Protein entnommen.

Die Ca-Ionenaktivitdt der Lésung, in welcher die Féllung der Verunreinigungen
vorgenommen wurde, war unter jener einer 500 pM CaCl,-Ldsung. Die Ca-lonenaktivitét
wird mit Hilfe einer Ca-Elektrode bestimmt und der Wert der Ionenaktivitit nach einer Kurve
ermittelt, die die Abhéngigkeit der mit der Elektrode gemessenen Spannung von der CaCl,-
Konzentration wiedergibt. Wenn die Ca-Ionenkonzentration zu hoch ist, wird mit einer 1/10

M EDTA-Losung die Ca-Ionenaktivitit entsprechend gesenkt.

Die Thrombinaktivitét betrug weniger als 1 mE Thrombin pro ml. Die Bestimmung von
Thrombin erfolgt mit dem chromogenen Substrat 2238 unter Bezugnahme auf eine

Thrombinreferenzpréparation. Wenn der Thrombingehalt mehr als 1 mE Thrombin pro ml
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betrigt, wird durch Zusatz von AT-III und Heparin in einem Einheitenverhéltnis von 1 + 3 die

Thrombinaktivitit inhibiert, bzw. durch Umféllung mit Glyzin.

Wenn erforderlich, kann Glyzin aus der Fibrinogenlésung durch Diafiltration weitgehend
entfernt werden, ebenso auch durch Umféllung mit Alkohol unter 0°C. Zur Lagerung bis zur
weiteren Verarbeitung kann die Fibrinogenldsung entweder tiefgekiihlt bei -20° C gehalten
oder durch Gefriertrocknung zu einem bei 4° C lagerbaren Fibrinogen verarbeitet werden, das

prompt 16slich ist.
2. Virusinaktiviertes, schnell 16sliches Fibrinogenkonzentrat

Die etwa 1%ige Proteinlésung des nach Beispiel 1 hergestellten Fibrinogenkonzentrates wird
mit der erforderlichen Menge Tween-80 und Trinitrobutylphosphat versetzt und 10 Stunden
bei 30° C gehalten. Durch eine davor durchgefiihrte Probevirusinaktivierung wird
sichergestellt, dass es bei der Lagerung einer Probe fiir die Dauer von 30 Stunden zu keiner
Freisetzung von Fibropeptid A kommt. Zur Entfernung des zugesetzten Tween-80s und
Trinitrobutylphosphats werden Umféllungen mit nicht-denaturierenden Fallungsmitteln, wie

z.B. Glyzin, oder mit Alkohol unter 0° C bis zu einem Alkoholgehalt von 10 %, durchgefiibrt.

Virusinaktiviertes Fibrinogenkonzentrat kann entweder in tiefgefrorenem oder
gefriergetrocknetem Zustand gelagert und darnach schnell aufgetaut bzw. schnell

rekonstituiert werden.

3. Funktionell intaktes, virusinaktiviertes Fibrinogen mit schneller Loslichkeit

10 Liter einer nach Beispiel 2 hergestellten Losung mit 1% virusinaktiviertem, gerinnbarem
Protein werden durch Diafiltration gegen eine 1/100 M EDTA-L6sung oder durch Umféllung
mit Athylalkohol und Ldsen des Alkoholniederschlags in einer 1/00 M EDTA-Losung auf
eine elektrische Leitfahigkeit von 10 bis 100 uS gebracht. Der pH-Wert der Losung wird auf
7,1 bis 7,3 eingestellt und die Lésung unter leichtem Riihren 10 Stunden auf einer Temperatur
zwischen 2° und 4° C gehalten. Dadurch kommt es zu einer Ausfillung der in der Losung
noch vorhandenen Fibrinmonomerkomplexe und ebenso zu einer teilweisen Féllung von

Fibrinmonomeren. Durch Zentrifugation bei etwa 17000 Umdrehungen pro Minute in einer
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Sharpless Zentrifuge wird der Niederschlag abgetrennt. Wenn der Uberstand noch eine
Opaleszenz aufweist, wird eine Filtration durch ein Filter mit 5 p durchgefiihrt. Die so
erhaltene Losung weist einen Gehalt von mindestens 90% funktionell intaktem Fibrinogen,
bezogen auf das in der Losung vorhandene gerinnungsfihige Protein, auf. Durch Absenkung
des pH-Wertes bis auf 6,5 kann der prozentuelle Gehalt an funktionell intaktem Fibrinogen
noch weiter gesteigert werden, wobei allerdings eine Verringerung der Ausbeute eintritt. Die
so erhaltenen Losungen an funktionell intaktem Fibrinogen kénnen in Bulk bis zur weiteren
Verarbeitung oder zu ihrer Formulierung zu Arzneimitteln tiefgefroren oder gefriergetrocknet

gelagert werden.
4. Funktionell intaktes Fibrinogen, virusinaktiviert, fliissig haltbar

Losungen von funktionell intaktem Fibrinogen, wie sie nach Beispiel 3 erhalten werden,
kénnen noch immer Enzyme enthalten, die Fibrinogen enzymatisch verdndern. Es ist daher
erforderlich, solche Enzymaktivititen durch atoxische, virusinaktivierte, aus menschlichem
Plasma hergestelite Enzyminhibitoren zu inhibieren. Zu diesem Zweck wird die
Thrombinaktivitit und die Kallikreinaktivitit im Fibrinogenkonzentrat bestimmt und so viel
virusinaktiviertes und enzymfreies AT-III zugesetzt, bis keine Thrombinaktivitit mehr
nachweisbar ist. Ein Zusatz von Heparin erfolgt nicht. Um die Kallikreinaktivitit zu
inhibieren, ist der Zusatz eines aus menschlichem Plasma gewonnenen C;-Esterase Inhibitors
erforderlich, der keinerlei enzymatische Aktivititen enthélt und virussicher ist. Zur

Bestimmung der Kallikreinaktivitit wird das chromogene Substrat 2302 verwendet.

Enzymfreie Losungen von funktionell intaktem Fibrinogen werden durch Diafiltration oder
durch Fillung mit Alkohol und Lésen des Alkoholniederschlags in Konzentrationen zwischen

0,3 bis 10% hergestellt und sind bei Temperaturen zwischen 2° und 8° C haltbar.

5. Herstellung eines funktionell intakten, virusinaktivierten Fibrinogenkonzentrats mit

hohem AT-I Gehalt

Das nach Beispiel 4 hergestellte, enzymfreie Fibrinogenkonzentrat enthélt noch weiteres, an
Fibrinogen gebundenes Thrombin an Stellen des Molekiils, die nicht durch Thrombin
enzymatisch gespalten werden. Um die Bindung zwischen Fibrinogen und Thrombin zu 16sen,

werden der Losung pro g intaktem Fibrinogen 2 g Harnstoff zugesetzt und eine Stunde lang
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bei 35° C leicht geriihrt. Danach wird Fibrinogen mit Natriumzitrat in einem pH-Bereich
zwischen 7,4 bis 7,8 ausgefillt, die Fillung durch Zentrifugation gewonnen und, falls
erforderlich, ein oder mehrere Male mit Natriumzitrat umgeféllt, wobei der geldste
Niederschlag pro g Fibrinogen 2 g Harnstoff enthilt. Zum Schluss wird die Fibrinogenldsung
gegen eine 1/100 M EDTA-Losung diafiltriert, um Harnstoff und Zitrat zu entfernen. Die
diafiltrierte Lsung ist bei Temperaturen zwischen 2° und 8° C lagerbar. Ebenso kann daraus

gefriergetrocknetes Fibrinogen hergestellt werden.
6. Nanofiltriertes Fibrinogenkonzentrat

Die nach den Beispielen 2 — 5 hergestellten Fibrinogenkonzentrate kénnen noch zur Erh6hung
der Virussicherheit nanofiltriert werden, vorzugsweise mit einer Fibrinogenkonzentration
zwischen 0,1 und 1%. Vor der Nanofiltration werden die fibrinogenhiltigen Losungen durch
Filtration geklirt, wofiir Filter von 75 nm bis 35 nm beniitzt werden und darauf eine
Nanofiltration durch Nanofilter mit einer PorengroBe von 20 nm, bzw. 15 nm erfolgt. Soweit
die Fibrinogenkonzentrate keine enzymatische Aktivitéit aufweisen, kann die Nanofiltration
zur Steigerung der Filtrationsgeschwindigkeit bei Temperaturen bis zu 40° C durchgefiihrt

werden.

7. Hitzebehandlung von gefriergetrocknetem, schnell 16slichem, funktionell intaktem,

virusinaktiviertem Fibrinogen

Gefriergetrocknetes Fibrinogenkonzentrat wird pulverisiert und durch ein Sieb mit einer
Maschenweite von 0,5 mm gesiebt. Das Fibrinogenpulver wird auf einen Feuchtigkeitsgehalt
von 0,8 bis 1% gebracht und dann in einem geschlossenen Behélter einem starken Luftstrom
bei einer Temperatur von 100° C 30 Minuten lang ausgesetzt. Nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur wird das erhitzte Fibrinogenpulver feuchtigkeitsdicht verschlossen und bei

einer Temperatur von 2° bis 8° C gelagert.

8. Bestimmung der Rekonstitutionszeit von gefriergetrocknetem Fibrinogen

Unter der ,,Rekonstitutionszeit wird im Sinne der vorliegenden Beschreibung und

Patentanspriiche jene Zeitspanne verstanden, die nach Zugabe des Losungsmittels zum
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gefriergetrockneten Fibrinogen bis zu seiner kompletten Auflosung verstreicht, wobei das
gefriergetrocknete Fibrinogen dann als geldst angesehen wird, wenn mindestens 97% in

Losung gegangen sind und nicht mehr als 3% ungeldst verbleiben.
Die Rekonstitutionszeit wird nun wie folgt bestimmt:

Es werden je 500 mg Fibrinogen - bezogen auf gerinnbares Protein — in 6 Zentrifugenbecher
eingewogen, mit je 10 ml 0,9%iger Kochsalzldsung versetzt und auf einem Biodancer (New
Brunswick Scientific Edison, NJ, USA) bei der Einstellung ,,Speed 2,0 und bei

Zimmertemperatur geschwenkt.

Nach 3, 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten wird je ein Zentrifugenglas entnommen und 10 Minuten
zentrifugiert, wobei eine Umdrehungszahl von 10.000 Umdrehungen/Minute eingestellt wird.
Die in den 6 Zentrifugengldsern enthaltenen Sedimente werden 3x mit 0,9%iger
Kochsalzlosung gewaschen und der Proteingehalt der Sedimente nach der dritten Waschung
bestimmt. Zur Proteinbestimmung wird das Bradford-Reagenz von Biorad verwendet. Der
Proteingehalt wird nach einer Referenzkurve, die mit Hilfe des Bioradreagenz und Fibrinogen
erstellt wurde, ermittelt. Die Rekonstitutionszeit in Minuten ist nun jene Zeitspanne nach

Zugabe des Losungsmittels, zu der weniger als 3% des gerinnbaren Proteins ungelost

vorliegen.

Eine schnelle Rekonstitutionszeit ist im Sinne der vorliegenden Beschreibung und
Patentanspriiche dann gegeben, wenn zur Herstellung von 10 ml einer 5%igen
Fibrinogenldsung bei Zimmertemperatur durch leichtes Schwenken ohne Schaumbildung eine

Zeitspanne von nicht mehr als 10 Minuten, insbesondere zwischen 3-5 Minuten, bendtigt

wird.

Die erfindungsgemal hergestellten, gefriergetrockneten Fibrinogenkonzentrate weisen eine
Rekonstitutionszeit von weniger als 10 Minuten, insbesondere zwischen 3-5 Minuten auf.
Demgegeniiber wurde die Rekonstitutionszeit bei zwei Fibrinogenkonzentraten des Standes

der Technik mit 20 Minuten bzw. mit mehr als 30 Minuten gemessen.
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Patentanspriiche:
1. Verfahren zur Herstellung einer Fibrinogenldsung aus einer wasserigen Losung,

welche funktionell intaktes Fibrinogen enthalt und mit Profibrin und/oder Fibrinmonomeren
und/oder Fibrinmonomerkomplexen und/oder Fibrinspaltprodukten verunreinigt ist, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verunreinigungen mit einem nicht denaturierenden Féllungsmittel
bei einer Temperatur zwischen -4° bis +4° C und einer Ca-Ionenaktivitit, die nicht hoher ist,
als jene einer 1.000 uM CaClp-Losung, gefillt und durch Filtration oder Zentrifugation aus

der wisserigen LOsung abgetrennt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wésserige Losung bei
der Fillung eine Temperatur zwischen 0° und 2° C und eine elektrische Leitfdhigkeit von <

500 pS/cm aufweist.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Ca-

Ionenaktivitit nicht hoher ist, als jene einer 500 uM CaCl,-Ldsung.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Ca-Ionenaktivitét nicht
hoher ist, als jene einer 50 uM CaCl,-Losung.

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung eine
Temperatur zwischen 0° und 2° C, eine elektrische Leitfahigkeit zwischen 10 bis 100 pS/cm

und eine Ca-Ionenaktivitit aufweist, die nicht hoher ist, als jene einer 500 pM CaCl,-Losung.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das in der
erhaltenen Fibrinogenldsung enthaltene Fibrinogen durch mindestens eine weitere Féllung

weiter gereinigt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung einer Fibrinogenldsung
mit einem Gehalt von 0,3% bis 10% gerinnbarem Protein, die bis zu 36 Monate bei einer
Temperatur von 2° bis 8° C haltbar ist, durch Abreinigung von Enzymen und deren
Proenzymen, die als solche bzw. im aktivierten Zustand Fibrifiogen als Substrat erkennen, mit
Hilfe von nicht denaturierenden Fillungsmitteln und erforderlicherweise durch Zusatz von

entsprechenden virusinaktivierten, homologen Proteaseinhibitoren.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die
Fibrinogenldsung einem Verfahren zur Virusinaktivierung oder Virusabreicherung unterzogen
wird, die bei Temperaturen {iber der Raumtemperatur, einer Thrombinaktivitét von < 0,03
IE/ml und einer Ca-Ionenaktivitit, die jene einer 1.000 uM CaCl,-Lsung nicht tibersteigt,
durchgefiihrt wird. '

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Viren durch
Nanofiltration bei Temperaturen zwischen 20° und 40° C und mit Nanofiltern einer
Porenweite von maximal 20 nm, vorzugsweise 15 nm, abgereichert werden, wobei die

Nanofiltration vorzugsweise so durchgefiihrt wird, dass es nicht zur Abspaltung von

Fibrinopeptid A kommt.

10.  Verfahren zur Herstellung eines Fibrinogenkonzentrats, dadurch gekennzeichnet, dass
eine nach einem der Anspriiche 1 bis 9 hergestellte Fibrinogenlosung aufkonzentriert,

tiefgefroren oder gefriergetrocknet wird.
11.  Fibrinogenkonzentrat, erhiltlich nach einem Verfahren nach Anspruch 10.

12. Fibrinogenkonzentrat nach Anspruch 11 in gefriergetrockeneter Form, zur
Verwendung als pharmazeutischer Wirkstoff, wobei das Konzentrat mit einem geeigneten
Losungsmittel zu einer 0,3% bis 10%-igen Fibrinogenldsung rekonstituiert, mindestens 10
Tage zwischen 2° und 8° C gelagert werden kann, ohne dass der Gehalt an gerinnbarem

Protein abnimmt oder eine Gelbildung erfolgt.

13. Fibrinogenkonzentrat nach Anspruch 12, welches nach einer Lagerzeit von mindestens
18 Monaten bei 2° bis 8° C mit einem Losungsmittel in weniger als 10 Minuten

rekonstituierbar ist.

14.  Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 bis 13, welches Fibrinogen
enthilt, aus dem mit Thrombin mindestens 70% Fibrinopeptid A, bezogen auf das gerinnbare

Protein, abspaltbar ist.
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15.  Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 — 14, das mindestens 1 arbitrére

Einheit AT-I pro 10 mg gerinnbarem Protein enthélt.

16.  Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 15, das keine Partikel mit einem

Durchmesser von mehr als 20 nm, vorzugsweise 15 nm, enthélt.

17.  Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 - 16, das nach Gefriertrocknung
30 bis 180 Minuten auf eine Temperatur von 90° bis 145° C ethitzt wurde.

18. Arzneimittel, welches ein Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 ~17 als

Wirkstoff enthilt.

19.  Arzneimittel nach Anspruch 18, das in einer Fertigspritze oder in einem

Infusionsbeutel enthalten ist.

20. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, welches ein gefriergetrocknetes
Fibrinogenkonzentrat nach einem der Anspriiche 11 — 17 enthilt und dem basische
Aminosiuren bis zur Hélfte des Gewichts an gerinnbarem Protein zugesetzt wurden, sowie
Salze, um die Osmolaritit zu gewéhrleisten, wobei das gefriergetrocknete
Fibrinogenkonzentrat in einem Ldsungsmittel rekonstituiert wird, das eine Ca-Salzmenge
enthilt, die gewdhrleistet, dass das rekonstituierte Produkt eine Ca-Ionenaktivitét aufweist, die

jene einer 5 mM Ca-Cl,-Losung entspricht.

21.  Verfahren zur Hitzeinaktivierung von Viren, welche gegebenenfalls in einem
fibrinogenhiltigen Arzneimittel nach Anspruch 18, oder in einem nach Anspruch 20
hergestellten, fibrinogenhiltigen Arzneimittel, vorhanden sind, in einem
Endverbraucherbehiltnis, fiir eine Dauer von 30 bis 100 Minuten bei Temperaturen zwischen

90° und 145° C.

22.  Verwendung einer Fibrinogenldsung, hergestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
oder eines Fibrinogenkonzentrates nach einem der Anspriiche 11 — 17, zur Herstellung eines

Arzneimittels zur Behandlung von A-, Dys- und Hypofibrinogenimie.
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23.  Verwendung einer Fibrinogenlosung, hergestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
oder eines Fibrinogenkonzentrates nach einem der Anspriiche 11 — 17, zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung von Patienten mit Verbrauchskoagulopathie und Schock,

insbesondere septischem Schock.
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