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(54) Fremgangsmade til fremstilling af et koncentrat
af faktor VIl af meget stor renhed

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til fremstilling af
et koncentrat af faktor VIII af meget stor renhed, som er i det vasent-
lige fri for pyrogene materialer og fremmede forurenende proteiner, isar
fibrinogen, ud fra en plasmaoplgsning, et renset koncentrat af faktor
VIII indeholdende pyrogene materialer eller en oplgsning af kryobundfald
af plasma i en stgdpude, fra hvilken oplgsning fibrinogenet er blevet
fjernet p& kendte mdder, f.eks. udfeldet selektivt ved tilsatning af

ca. 4 rumfangsprocent polyol, og faktor VIII koncentreret i oplgsningen

ved pH p& ca. 7,0 ved at have koncentrationen af polyol.
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Der kendes flere forskellige fremgangsmader til fremstilling af
antihemofilfaktor (AHF eller faktor VIII) med henblik p&d en tera-
peutisk anvendelse, f.eks.: Selektiv feldning, absorption og frak-
tioneret eluering, ekstraktion i svagt ionisk medium og kromatogra-
fi. De kemiske stoffer, der hyppigst anvendes til feldningen, omfat-
ter alkohol, garvesyre, ammoniumsulfat, glycin og polyethylenglycol.
Selv om rensningen af faktor VIII indebzrer fjernelse af et vist
antal andre plasmaproteiner, er fibrinogen langt det vigtigste af
disse proteiner og det mest generende, iszr ndr det er denatureret
ved fremgangsméder, s&som feldning med alkohol, frysning og optening.
Dette denaturerede fibrinogen generer filtreringen af AHF, fremkalder
betydelige tab af AHF under rensningstrinnene og formindsker oplese-

ligheden af det lyofiliserede produkt i rekonstitutionsvaesken. Alle
fremgangsméder til rensning af AHF nedvendigger sdledes fjernelse

af betydelige mengder fibrinogen. De ovenfor beskrevne selektive
feldningsmetoder er beregnet herpd, men alle har de den ulempe at
denaturere fibrinogenet og AHF endnu mere eller at fordrsage uenskede
tab af AHF.

Fremgangsméderne, ved hvilke der benyttes simpel f®ldning i kulden
uden kemiske midler (kryofeldning), er begramset til fremstilling
af smd mengder faktor VIII, smdvanligvis i blodbankerne, og resul-
terer i forhejede mengder fibrinogen i blodet ved den terapeutiske
anvendelse, hvilket betragtes som uensket af nogle eksperter.

Fremgangsméderne, som indebzrer ekstraktion af faktor VIII ud fra
kryoudfzldningen i stedpuder med svag ionstyrke, stadig under for-
mindskelse i en vis grad af indholdet af fibrinogen i slutproduktet,
giver desuden et ugnsket hegjt indhold af protein, som nedvendigger
et specialudstyr og centrifugeringsmetoder, er begraznset med hensyn
til den samlede mengde AHF, som kan ekstraheres af kryobundfaldet
uden at skade rensningen.

Andre problemer, der almindeligvis stdr i forbindelse med fremstil-
ling af AHF i stor malestok, er ismr forureningen af slutproduktet
med pyrogene stoffer, isohzmaglutininer og virus, som fremkalder
hepatitis (hepatitisassocieret antigen HAA). Visse kemiske fazldemid-
ler begunstiger tilstedevzrelsen af ugnskede forureninger. Polyethy=
lenglycol anvendes i gjeblikket almindeligt til fremstilling af kon-
centrater af faktor VIII med stor renhed, men denne teknik benytter
s& heje koncentrationer af polymer,at afsluttende vasketrin og gen-
udfeldningstrin er nedvendige for fra slutproduktet at fjerne de



3 146855

overskydende mangder polyethylenglycol. Sadanne fremgangsmdder er be-
skrevet f.eks. i beskivelserne til U.S.A. patent nr. 3682881l og dansk
patentansggning nr. 443/74. Disse fremgangsmdder fgrer sd til nye ugn-
skede tab af AHF. Litteratur om dette emne er M. Wickerhauser, large-
scale fractionation of Factor VIII - Concentrate from cryoethanol pre-
¢ipitate Thromb-Diath.Haemorrh.Suppl.43, 165 (1971) (reference 1),
E.Shapbrom & L.Fekete, Production of stable high-potency human AHF
using polyethylene glycol and glycine to fractionate a cryoprecipitate
of AHF concentrate,U.S.patent nr. 3.631.018 (reference 2), J.T.Sgouris
0g M.Wickerhauser, Use of frozen cryoprecipitate for the preparation
of clinical Factor VIII concentrate, Transfusion, 13, 399, 1973 (refe~-
rence 3), Newman,A.J.Johnson, M.H.Karpatkin og S.Puszkin, Methods for
the production of clinically effective intermediate and high-purity Fac-
tor VIII concentrates, Brit.J.Haemat, 1971, 21, nr. 1 (reference 4),
L.F.Fekete og S.L.Holst, Stabilization of AHF using Heparin, U.S.patent
nr. 3.803.115 (reference 5).

Den her beskrevne fremgangsmdde eliminerer i praksis de ovennzvnte
problemer, medferer ikke de ulemper,’der stér i forbindelse med

de tidligere beskrevme metoder til kemisk udfzldning,og er baseret
p& den simple fremgangsmdde bestfende i selektiv udfeldning i kulden
af fibrinogen, dets denatureringsprodukter og nedbrydningsprodukter
og selektiv koncentration af faktor VIII med sm& mzngder polyol,
f.eks. polyethylenglycol eller polyolen Pluronict Eliminering af
fibrinogen medforer, som forklaret i det folgende, ligeledes elimi-
nering af dets denatureringsprodukter og nedbrydningsprodukter.

Fremgangsm&den ifglge opfindelsen til fremstilling af et koncentrat
af faktor VIII af meget stor renhed, som er i det vasentlige fri for
pyrogene materialer og fremmede forurenende proteiner, iser fibri-
nogen, ud fra en plasmaoplgsning, et renset koncentrat af faktor
VIII indeholdende pyrogene materialer eller en oplgsning af kryobund-
fald af plasma i en stgdpude, fra hvilken oplgsning fibrinogenet er
blevet fjernet p& kendte mdder, f.eks. udfazldet selektivt ved til-
setning af ca. 4 rumfangsprocent polyol, og faktor VIII koncentre-
res i oplgsningen ved pH pa& ca. 7,0 ved at have koncentrationen af
polyol,er ejendommelig ved, at der tilsattes en polyol op til en kon-
centration p& ca. 6% til en stedpudeoplesning af faktor VIII, hvil-
ken stedpudeoplesning indeholder 1-3% proteiner og har en pH

pd 6,8-7,2,0g oplesningen holdes ved en temperatur pd ca. 0 til

ca. 5°C, indtil der dannes et bundfald, hvorefter dette bund-

fald af faktor VIII genopleses i en stedpudeoplegsning til dannelse af
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koncentratet, som eventuelt renses yderligere ved, at koncentratet
holdes ved en temperatur pd ca. 0,5 til ca. 5°C i en periode pa ca.
12 til ca. 24 timer, hvorefter bundfaldet fjernes.

Selektiv eliminering af fibrinogen uden dermed forbundet tab af fak-
tor VIII har generelt ikke veret udfert tidligere som praktisk me-
tode til fremstilling i stor mdlestok af et remset koncentrat af AHF.
Wickerhauser understreger faktisk betydningen af at begranse varig-
heden og temperaturen ved ekstraktionen af AHF: "Lidt sterre udbyt-
ter af AHF opnds ved forlmnget ekstraktion i stedpuden tris ved 30°C
i mere end 60 minutter, men ekstrakten er mere og mere forurenet

med fibrinogenaggregater, hvilket ger det endelige koncentrat vanske-
ligt at filtrere.

En teknik, der anvender selektiv udfeldning af fibrinogen ved lav
temperatur til fremstilling i stor mélestok med et forhgjet udbytte
af koncentrat af faktor VIII med stor renhed, er genstand for an-
segning nr. 3570/76 (reference 7). Det er anfert, at praparatet kumne
raffineres og koncentreres yderligere ved at anvende en udfeldning
med polyethylenglycol (PEG) i kulden.

Indtil for nylig nedvendigger alle fremgangsmdderne, der anvender
PEG til fremstilling af koncentrat af AHF et yderligere vasketrin
og/eller genudfsldningstrin med glycin eller alkohol, fordi den
polymere anvendes i heJ koncentration (10-12%), (se de ovennzvnte
referencer). Man har for nylig anvendt den idé at udfzlde i kulden
med PEG. C. Vermeer, B.A.M. Soute og H.G.J. Brummelhuis: Improvement
of the preparation of Factor VIII Concentrates. Proc. of Int. Soc.
Haemostasis and Thrombosis, Paris, Jjuli 1975 (reference 8). Den kon-
centration af PEG, der anvendes til at udfzlde fibrinogenet, er imid-
lertid kun 2 1/2%, hvilket fgrer til, at der fi3s et mindre rent produkt.
Forfatterne har endvidere ikke anset koncentrationen af proteinerne
for vigtig, men de har anvendt mandelat (et salt af mandelsyre) for at undgd en
irreversibel udfaeldning af fibrinogen, og har derfor fiet et produkt,der
er betydeligt mindre rent, og et mindre udbytte. P& lignende made anven-
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der fremgangsméden ifplge Shanbrom og Fekete (ovennsvnte artikel)

en relativ lille koncentration af proteiner under udfzldningstrinnene
med PEG, dvs. 1 rumfang bundfald i 10 rumfang oplesende stedpude, og
dette forer til et meget 1ille udbytte og en begrenset renhed. Disse
forfattere har ligesom Johnson med flere (reference 4) og Johnson
med flere "Antihemophilic factor prepared from blood plasma using
polyethylene glycol, U.S. patent nr. %.652.530 (reference 6) anvendt
10-12% PEG til den endelige koncentration af AHF, hvilket har ned-
vendiggjort et supplerende oplesningstrin og genudfeldningstrin med
glycin eller med ethanol i kulden for at nedsztte indholdet af PEG

i slutproduktet.

Et andet bevis for at koncentrationen af proteiner og udfzldningen
med PEG i kulden er vigtige og ferer til et originalt produkt ligger

i den omstzndighed, at de ufuldstendige isohezmaglutininer (antistof-
fer) praktisk taget elimineres, hvorved undgds risikoen for hemoly-

tiske reaktioner, som kunne dukke op, ndr massive injektioner af
koncentrater, der faktisk findes i handelen, er nedvendige. (Se: R.A.
Seeler, M. Telischi, P.L. Langehennig og J.B. Ashenhurst: Anti-A and
Anti-B titers in coagulation concentrates. Abst. Of Int. Soc. of Blood
Transf., Helsinki, 1975, (reference 9).

En anden ejendommelighed ved produktet fremstillet ved fremgangsméden
ifglge opfindelsen er den hgje renhedsgrad (d.v.s. det lave indhold af
protein), is@r hvad angar den milelige mazngde fibrinogen. Denne hgje
renhedsgrad giver et meget oplgseligt produkt, faktisk s& oplgseligt,
at der ikke er noget uoplgst materiale tilbage i flasken efter re-
konstitution. Dette eliminerer behovet for at anvende et specialfiiter
eller en filterkanyle for at fjerne protein, der ikke er oplgst fgr
injektionen i patienten. Man undgar sdledes forurening af koncentratet
af faktor VIII med metalpartikler (I.A.Couper, J.H.McAdam, M.S.MacKen-
zie og J.F.Davidson: Contamination of Factor VIII Concentrates with
metal particles, Lancet, december 21, 1974, side 1515 (reference 10)).
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Den beskrevne fremgangsmdde eller en del af den er ligeledes anvende-
1lig til genbehandling af pyrogene partier af koncentrat af faktor VIII
fremstillet ved alle andre fremgangsmader, idet den omdanner den uan-
vendelige kostbare pyrogene faktor VIII til et verdifuldt terapeutisk
middel. Det genbehandlede produkt befries for pyrogent materiale, en-
ten i et enkelt trin ved feldning i kulden med 6% PEG eller i to trin
ved den fremgangsmide, der er beskrevet i enkeltheder i den forelig-

gende ansggning.

De uventede og sterkt forbedrede resultater, der opnds, og som er be—~
skrevet i den foreliggende ansegning, stir i modstrid med den tid-
ligere kendte tekniks l®re og er opdaget mere ved en tilfeldighed end

ved systematisk undersggelse.

Den foreliggende opfindelse er en specifik fremgangsmadde til fremstil-
ling i stor m8lestok af et koncentrat af faktor VIII med meget stor
renhed. Blandt det mest karakteristiske ved opfindelsen kan navnes den
selektive udfaldning af overskudsmangder af fibrinogen og denaturerings-
produkter og nedbrydningsprodukter, fjernelse af andre ugnskede prote-
iner sadsom isohamaglutininer og koncentration i et enkelt trin af fak-
tor VIII ved fazldning i kulden med en polyol uden ugnsket tab af AHF-
aktivitet. Andet bemerkelsesverdigt er det overraskende store udbytlte
af faktor VIII pd 20-40% af den teoretisk anvendte plasmamengde. Til
trods for det forsgede udbytte af AHF, er indholdet af protein endvi-
dere formindsket pa bemsrkelsesverdig mdde, ismr indholdet af fibrino-
gen sammenlignet med andre produkter. Dette er illustreret i nedenstd-
ende tabel. Behovet for et hejere udbytte af koncentreret lyofiliseret
AHF med stor renhed er universelt anerkendt og har féet opmerksomhed
pa internationalt plan. Man kan her nzvne: Recent Advances in Hemophi-
lia. Amn. New York, Acedemi of Science 240, 1975, (reference 11), J.G.
Pool: Recent chapters in the Factor VIII saga: perils of a protein.
West J. of Med., 122:406, 1975 (reference 12), og det indremmes alment,
at de i handlen varende koncentrater szdvanligt giver mindre end 20%
af den AHF, der teoretisk findes i plasmaen, medens udbytterne af de
hojt rensede produkter er endnu lavere (reference 11, side 156 og 208,
og referencerne 5-'0g 8).

T nedenstiende tabel er de anferte data med undtagelse af de, der ved-
rerer resultaterne fremkommet ved fremgangsméden ifglge ansggningen,
hentet fra artiklen af Robert Breckenridge: "Recent advances in hemo=
philia" Ann. New York, Academi of Science, 240, 1975.



1468565

‘butubgsur opusbBTTEIOT USP T I1OADIANSOY WOS JYnpoxd (°

*9L/0LSE

*JIu Butubgsue T 3FoASdISSq Inpoad (P

*Tu/A gT Ho [ woTTow STADTTURApP®S uUsw ‘ToqgeTieA (d
stu xd peyus ug
1T3 3agFusy ‘63 gL od justied us ofpueysd e TT3 SBTpusaApgu Jopbumu 272303 T IAIFpn I9
fo AjunoDd soauol pue I93S°YO0Y JO I¥JWRD eTITTUdOwLH eIF I2bUTIRIAS ed joI95Rq I° SUSTTRL (®

*OATA UT g0g ©d peabsssTeljzlupn us I933@SPNIOF 94

(®) o‘z| ooow | oo¥ oT JHY
(®) 0‘9| ooO% | 00% 0T aHY
pueTiH 9¢g 000% 09T Ge TTFowdH
AxogexoqeT 33044V Oc 000% 00ty Ot dHY
TeoT2
=N8dovUlIRd JIOWLY 7T 000% 007 OT TITIA J03¥ed
1
sueqpotgll oz oook | 00% (0)OT . Sutu
—PTRIPNOAIY
d
¥UeqPOTd [ otz |  000% | 0008 G0 | _Sone st
(Tw)
va TIITA J03}38J8d9s Tw
JeuT | -¥eF Je|-Turupe | /ITIIA J0%3
-2q0ad | Jepeyue | JusFumd -3eF Je
OPTTH PTeL0T, oTeao0l| 3Te30d Jopeul 1MNnpoad

(e) IIIA JO3MeI Je Jo3eIjUoOUOy Je Jodqexsusby

‘T Teqed



146855

Stedpuderne er citratstedpuder,

Polyolerne, der er anvendelige,omfatter polyethylenglycoler, iszr
polyethylenglycol 4000, og sekvenscopolymere af typen a-hydroxy-w-
hydroxy, poly (oxyethylen) poly (oxypropylen) poly (oxyethylen).
Blandt disse sekvenscopolymere kan is®r nzvnes de, der betegnes med

navnet B}uronié‘kWYANDOTTE CHEMICALS dg UGINE KUHLMANN), og isar
Pluronid~F68, som er en copolymer, der har fslgende egenskaber:

Molekylvegt af den grundlsggende poly (oxypropylen) gruppe: ca. 1750
vegt%h poly (oxyethylen): ca. 80%.

Udfzldning af faktor VIII i n®rvarelse af 6% polyol udferes fortrins-
vis ved pH 6,8-7,2,

Den indledende udfzldning af fibrinogen i n®rvzrelse af 4% polyol
udferes fortrinsvis ved pH 6,0-6,5 og ved en temperatur p& ca. 20-

30°c.

Oplgsningen, som skal renses, indeholder fortrinsvis 2 til 3% protein.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen udfgres fortrinsvis pd den made, at
rumfangsforholdet mellem kryobundfald og stgdpude er ca. 1 til ca. 3.

De folgende eksempler illustrerer opfindelsen.

Eksempel 1.

Frossen plasma, f.eks. 100 til 3000 liter ved en temperatur p& ca.
-5°¢ optes ved ca. +2°C og optages i en passende beholder. Man kan
behandle sterre rumfang, men operationerne vil blive vanskeligere.
Den i kulden uoplgselige fraktion (kryobundfaldet) opsamles, for-
trinsvis i en kontinuerlig centrifuge (Sharpless-centrifuge eller
lignende apparat) ved en temperatur under 3°C. Andre opsamlings-
metoder kan anvendes, men er mindre effektive. Kryobundfaldet vejes,
skeres i sméstykker eller blandes i en blander af Waring-typen i
nogle sekunder for at fremstille en pasta eller emulsion. Disse styk-
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ker af kryobundfald eller denne pasta opleses s& i 2 til 4 rumfang
stedpude dannet af 0,02 M trinatriumcitrat, 0,1 M glycin, og man
indstiller pH-verdien til 6,9 med citronsyre ved en temperatur pé

20 til 30°C. Efter fuldstzndig oplesning udfeldes fibrinogenet selek-
tivt ved tilsetning af 4% polyethylenglycol 4000 eller Pluroni F-68
ved pH 6,0 til 6,5 og en temperatur pé& ca. 25°C. Bundfaldet fjernes
ved kontinuerlig centrifugering i et apparat af Sharpless-typen, og
den overliggende vaske indstilles til en pH-verdi pd 6,8 til 7,2.

En supplerende mzngde pd 2% PEG eller Pluroni F-68 tilszttes, og
suspensionen afkgles til 0-5°C, indtil der danner sig et synligt
bundfald.

Man anvender en dobbeltvzgget reaktionsbeholder til alle trinnene
med genoplesning og udfeldning under omrgring, idet der drages om-
sorg for at undgd skumning.

Det andet udfeldningstrin foretages ved kontinuerlig centrifugering
ved l—2°C, og man fjerner den overliggende veske. Man opleser der-
efter bundfaldet i en stedpude af glycerin-citrat eller en citrat-
stedpude, idet rumfanget afhmnger af kvaliteten af kryobundfaldet
og antallet af enheder af AHF, der findes i udgangsoplesningen. De
to metoder til at beregne dette rumfang er folgende:

1. Det endelige bundfald oplsses i et rumfang stedpude, der er lig
med en hundrededel af rumfanget af den oprindelige plasma.

2. Det endelige bundfald opleses i et rumfang stedpude, der er 15-
25 gange vaegten af bundfaldet.

Oplssningen indstilles sd til en pH-vardi pd 6,7-6,9 ved hjelp af
citronsyre, klares og steriliseres si& ved at fere vesken gennem
filtre med mikroporemembraner (filterhesjde 293 mm eller zkvivalent
filterpatron), der har f.eks. porer med en -diameter p& 1,2-0,65-
0,45 og 0,3 mikron. Den fremkomne sterile oplesning indeholdende
ca. 20-40% af faktor VIII i udgangsplasméen lyofiliseres pd s=d-
vanlig mdde med henblik pd lagring.
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Man kan anvende varianter af fremstillingsteknikken ved at benytte
iser genfrossen kryobundfald eller varianter af Cohn's fraktion I,
selv om udbyttet af faktor VIII under sddanne betingelser er mindre
og afhenger af koncentrationen i udgangsmaterialet. Genoplesningen

" eller den indledende ekstraktion af AHF kan bevirkes i destilleret
vand eller i stedpuder med svag ionstyrke, sésom stedpuden tris.
Afkolingstiden kan ligeledes variere og enten forsges eller foretages
pa serievis, uden at der afviges fra opfindelsen. Ligeledes kan den indle-
dende ekstraktionstid forsges til 24 timer i den beskrevne fremgangsméde.
Desuden kan fremgangsmdden afbrydes p& ethvert trin og genoptages

en anden dag. Alle disse varianter kan bevirke en vis formindskelse
af det samlede udbytte af AHF fra udgangsplasmaen.

Eksempel 2.

Pyrogene partier af koncentrat af faktor VIII med middelrenhed frem-
stillet pd alle andre fremgangsmider, sésom ekstraktion med stedpude
af svag ionstyrke, udfeldning med glycin, udfeldning med PEG osv.

kan behandles efter det skema, der er vist i eksempel 1. Lyofilise-

rede flasker rekonstitueres i et rumfang vand, der er fri for pyro=
gener, og som er tilstrakkelig til at fremstille et indhold af pro=
teiner pd 1-3 %, og flaskernes indhold forenes derefter 1 en be-
holder og underkastes igen behandling efter de trin, der er vist

i eksempel 1.

Hvis pyrogenmzngden kun er moderat forhgjet, og hvis produktet alle-
rede har en forsget renhed, kan som en variant et enkelt udfzldnings-
trin vere tilstrekkeligt. Flaskerne rekonstitueres som ovenfor be-
skrevet, og men tilsstter 6% PEG ved en pH-verdi pé 6,8-7,2 og en
temperatur pad 0-5°C. Det damnede bundfald behandles derefter som

for, og den overliggende veske indeholdende det opleseliggjorte

pyrogene materiale fjernes.

Eksempel 3.

Fremgangsmiden udfsres som beskrevet 1 eksempel 1.
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For udferelsen af de endelige filtreringstrin anbringes produktet
imidlertid i et koldt kammer (0,5 til 5°C), og man lader det henstad
i 12-24 timer. Det hvide flokkulerende materiale, som dannes efter
denne hvileperiode, fjernes ved dekantering, centrifugering eller filtrering
og bortkastes. Slutproduktet steriliseres ved filtrering som tidligere
beskrevet og underkastes de samme lyofiliseringsprocesser. Dette
produkt er endnu mere renset end de foregéende produkter, og derfor
lettere at filtrere. Der fés intet tab af faktor VIII pd grund af

dette supplerende trin.

De fremkomne produkter kan lagres ved +5°C i en lzngere periode pad

1 til 2 8r og kan rekonstitueres i destilleret vand eller en fysio-
logisk serum. P& grund af den meget store renhed og det yderst lille
indhold af fibrinogen, kan det lyofiliserede produkt opleses meget
hurtigt (1-2 minutter). Da den samlede behandlingstid er meget kort
sammenlignet med andre fremstillingsmetoder fra det gjeblik, hvor
plasmaposen &bnes, er bakterieudviklingen begranset. Den omstendig-
hed, at den indledende oplesning udferes i smd mengder af kun sted-
pude, formindsker den mzngde y-globulin, som kan komme ind i oples-
ningen, og den optimale udfxldning af overskud af fibrinogen sker
ved anvendelse af en koncentration af polyol p& 4%. Endvidere inde-
slutter det tunge flokkulerende bundfald af fibrinogen sandsynligvis
det pyrogene materiale, som er til stede, og nedsmtter mengderne

af hepatitisassocieret antigen (HAA eller hepatitisvirus). Ved kun
at anvende 6% polyol til udfeldningstrinnet i kulden, bliver de u-
gnskede proteiner, issr ischsmaglutininerne, som kan vere blevet
oplost selv i de mindre rumfang stedpude, ikke udfzldet med AHF og
fjernes sammen med den overliggende veske. Man fér sdledes et pro-
dukt, der er 200 til 400 gange renset i forhold til plasmaen, og

som indeholder meget 1lidt fibrinogen og isohzmaglutininer. Koncen-
traterne af faktor VIII fremstillet med meget sterre rumfang sted-
pude til ekstraktionen, f.eks. 10 rumfang (reference 2), frembyder
ikke samme renhedsgrad eller samme udbytte af AHF (referencerne 1,
2,3,4,8), sandsynligvis p& grund af, at det optimale forhold mellem
protein og polymer til medudfzldning ikke opnds. Hvis man ensker det,
kan dette produkt stadig renses og koncentreres ved kendte metoder
eller nye metoder. En stor fordel ved den foreliggende opfindelse
ligger i den omstzndighed, at man kan udfgre fremstillingen i stor
mdlestok af AHF, der er méget ren,péd halvdelen eller to trediedele
af den tid, der kreves ved de andre fremgangsmidder.
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De foregdende eksempler er de optimale fremgangsmdder, der kendes

i ojeblikket til udferelse af opfindelsen. Det er imidlertid klart,
at opfindelsen kan udferes ved anvendelse af sedvanlig behandlings-
teknik og sedvanlige materialer i overensstemmelse med opfindelsens
principper. Selv om det f.eks. ikke generelt er okonomisk at begynde
med mindre end ca. 100 liter plasma eller kryobundfald fra denne
mengde plasma, er det klart ikke nogen ulempe at anvende storre eller
mindre mengder end de rumfang, der er vist i eksemplerne, og varian-
ter med 50% eller lignende af disse verdier vil ikke vaere skadelig
for opfindelsen. Fremgangsméderne i det optimale eksempel udferes
ved anvendelse af kendte anlag, der er let tilgmngelige, sésom

en Sharpless-centrifuge, en Waring-blender osv., men det er klart,
at disse trin i sig selv isoleret fra opfindelsens princip og de
indbefattede anleg ikke er vasentlige, og et stort antal varianter stir
til fagmandens disposition, uden at der afviges fra opfindelsen.
Nar fgrst man har fAet koncentratet indeholdende faktor VIII i et
godt udbytte, behandler man det pa sadvanlig made med henblik pa lag-
ring og rekonstitution. For eksempel klares og steriliseres det gen-
nem et standardfilter med mikroporer, lyofiliseres for at koncentrere
faktor VIII og et lille rumfang, der let kan lagres, rekonstitueres
ved at anvende sadvanlige vasker, f.eks. pvrogenfrit destilleret vand

eller en fysiologisk serum.

Opfindelsen er ikke begraznset af enkelthederne ved fremgangsmaden,
der er givet som eksempler. Det fremkomne produkt har originale
egenskaber, der er gavnlige for patienten, og som er forskellige
fra egenskaberne af alle andre koncentrater af faktor VIII, der

fabrikeres:

1) Hejere renhed og derfor sterre specifik aktivitet.

2) Stgrre opleselighed for sd vidt angdr hastigheden og den ende-
lige oplgselighed, hvilket gor det ideelt til behandling i neds-

tilfxlde.

3) Det meget lavere indhold af protein, hvilket formindsker uenskede

sekundezre reaktioner.

L) Det mindre indhold af immunoglobuliner, hvilket formindsker aller-

giske reaktioner.
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5) Indholdet af isohzmaglutininer er negligeabelt, hvilket eliminerer
hemolytiske reaktioner.

6) Det lavere indhold af fibrinogen, hvilket formindsker komplika-

tioner med hyperfibrinogenemi.

7) En filterkanyle er ikke ngdvendigt, og faren for tilstedevarelse
af fremmedpartikler er derfor fjernet.

8) Fjernelsen af pyrogenerne under processen bevarer anvendeligheden
af faktor VIII.

Eksempel 4

Man oplgser 696 g delvis renset faktor VIII indeholdende pyrogener 1
16 liter destilleret vand.

Udgangsproduktet faktor VIII indeholder:

350 g proteiner totalt.

529.426 internationale enheder faktor VIII, dvs. 1512 u/g PT (dvs.
1512 internationale enheder pr. gram proteiner totalt, '

Man indstiller pH-verdien til 6,9 ved tilsatning af 13 ml af en nor-

mal natriumhydroxidoplgsning.

Man tilsatter derefter under omrgring polyethylenglykol 4000 til en

koncentration pa 6%.

Man afkgler oplgsningen til +2° og holder den ved denne temperatur

i 30 minutter.

Derefter centrifugeres, og man opsamler bundfaldet, 436 g, som gen-
oplgses i citratstgdpude.

Efter steriliserende membranfiltrering f&s 16 liter oplgsning inde-
holdende 20,6 u/ml, dvs. ialt 329.600 enheder af faktor VIII. Man

foretager de klassiske prgver, som viser, at pyrogener er fravarende.
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Den frémkomne oplgsning indeholder:

170,6 g proteiner totalt,

Udbyttet af enheder af faktor VIIi er derfor 62%, medens udbyttet
af totale proteiner er 49%, hvilket svarer til en rensning af fak-

tor VIII.
Formindskelsen af indholdet af totale protiner i forbindelse med fjer-
nelsen af pyrogener viser betydningen af denne enkelte behandling med

6% polyethylenglykol til rensning af faktor VIII.

Fksempel 5-7

T disse eksempler er udgangsproduktet et kryobundfald.

Man underkaster udgangsoplgsningen en indledende behandling med 2%
polyethylenglykol, fjerner bundfaldet ved centrifugering og tilsat-
ter derp& polyethylenglykol til vasken til en koncentration pa 6% og
opsamler ved centrifugering det dannede bundfald, som man genoplgser
i en citratstgdpude med henblik pd& endelig lyofilisering.

Egenskaberne af udgangsproduktet, mellemproduktet og slutproduktet
er vist i fglgende tabel.
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Eksempel 5| Eksempel 6| Eksempel 7
‘1) Fremstilling af udgangsop-
‘lgsning
Vagt af kryobundfald 224 g 164 g 487 g i
Rumfang af citratstgdpudeoplgsning 627 ml 492 ml 1461 ml !
Total rumfang 889 ml 671 ml 1907 ml
Analyse af udgangsoplgsning:
Faktor VIII 10,6 y/ml 10 u/ml 12 p/ml
Proteiner 29,37 g/1 29 g/1 31 g/1
Fibrinogen (middel) 19,5 g/1 24,5 g/1 21,5 g/1
Specifik aktivitet pr. g PT 362 1 340 u 394 1
2)Fgrste udfeldning
pH-indstilling 6,3 6,3 6,3
% tilsat PEG 2% 2% 2%
Temperaturindstilling +2°C +2°C +2°¢
Rumfang efter centrifugering 800 ml 570 ml 1670 ml
Analyse af vaske
Faktor VIII 6,1 p/ml 6,1 u/ml 8 u/ml
Totale proteiner (PT) 7,1 g/1 5,7 g/1 7,4 g/1
Fibrinogen (middel) 0,9 g/1 0,75 g/1 0,95 g/1
Specifik Aktivitet pr. g PT 839 1070 u 1081 u
3)Udfeldning med 6% PEG
pH-indstilling 6,9 6,9 6,9
Temperatur +2°¢ +2°C +2°¢
Vaeskerumfang 740 ml 570 ml 1730 ml
Vagt af udfaldet PEG 5g 6,5 g 14 g
4) Fremstilling af oplgsning til

lyofilisering

Rumfang af opl@gsning i stgdpude 94 ml 93 ml 280 ml
Analyse af oplgsning
Faktor VIII 40,5 y/ml 28 u/ml 24,7 y/ml
Totale proteiner 9,25 g/1 7,25 g/1 5,95 g/1
Fibrinogen 3,8 g/l 2,5 g/l 2,7 g/1
Specifik Aktivitet pr. g PT 4324 u 3860 u 4151 n
Vagt af fibrinogen (mg) til
1000 u
Faktor VIII 93,8 89,2 109
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Patentkrav.

1. Fremgangsmade til fremstilling af et koncentrat af faktor VIII
af meget stor renhed, som er i det vasentlige fri for pyrogene ma-
terialer og fremmede forurenende proteiner, isar fibrinogen, ud fra
en plasmaoplgsning, et renset koncentrat af faktor VIII indeholdende
pyrogene materialer eller en oplgsning af kryobundfald af plasma i
en stgdpude, fra hvilken oplgsning fibrinogenet er blevet fjernet pa
kendte mider, f.eks. udfaldet selektivt ved tilsztning af ca. 4 rum-
fangsprocent polyol, og faktor VIII koncentreret i oplgsningen ved
pH p& ca. 7,0 ved at have koncentrationen af polyol, kende-
tegnet ved, at der tilsattes en polyol op til en koncentration
p& ca. 6% til en stgdpudeoplgsning af faktor VIII, hvilken stgdepude-
oplgsning indeholder 1-3% proteiner og har en pH pd 6,8-7,2, og op-
lgsningen holdes ved en temperatur p& ca. 0 til ca. 5°C, indtil

der dannes et bundfald, hvorefter dette bundfald af faktor VIII gen-
oplgses i en stgdpudeoplgsning til dannelse af koncentratet, som
eventuelt renses yderligere ved, at koncentratet holdes ved en tem-
peratur p& ca. 0,5 til ca. 5°C i en periode p& ca. 12 til ca. 24 ti-

mer, hvorefter bundfaldet fjernes.

2. Fremgangsmide ifglge kravl, kendetegne t ved, at der
anvendes en udgangsoplgsning,som har et proteinindhold pa 2-3%.

3. Fremgangsmidde ifglge krav l, kendetegnet ved, at kil-
den til faktor VIII er et kryobundfald oplgst i ca. 2 til ca. 4 gan-

ge git rumfang stgdpude.

4. Fremgangsmide ifplge krav 3, kende tegnet ved, at rum-
fangsforholdet mellem kryobundfald og stgdpude er ca. 1 til ca. 3.

Fremdragne publikationer:

DK ansegning nr. 443/74
US patenter nr. 3652530, 3682881.

Langkjeer Kebenhavn
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