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(57)Anotace:

Reseni popisuje zplisob pfipravy hemostaticky aktivniho
prostiedku obsahujiciho von Willebrandliv faktor (vWF) z
frakce lidské plasmy chromatografickym piecisténim
plasmatické frakce obsahujici vWF na aniontoméni¢ovém
materialu, ktery obsahuje aniontoméni¢ové skupiny na
roubovanych polymernich strukturach (materidly s
vysunutymi skupinami), odbér frakce obsahujici vWF,
predisténi uvedené frakce za pouziti promyti gelu pro piipravu
precisténého termalng stabilniho prostiedku obsahujiciho
vWF; a zahfivani prostiedku pro inaktivaci virQ.
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P¥ipravek obsahujici hemostaticky aktivni VvWF a zpasob jeho

pripravy

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka& zplsobu p¥ipravy virem-
inaktivovaného hemostaticky aktivniho p¥ipravku obsahujiciho
von Willebrandtav faktor (vWF) z frakce 1lidské plasmy, a
pripravku obsahujiciho hemostaticky aktivni vWF, ktery lze

ziskat zplsobem podle pfedkladaného vynalezu.

Dosavadni stav techniky

Von Willebrandova nemoc je pofucha krevni sréazlivosti,
kterd se — na rozdil od hemofilie A nebo B, manifestuje sama
jako krvaceni do m&kkych tkani, zejména do sliznic. Deficit
v takzvaném von Willebrandové faktoru (vWF) byl urcen jako
p¥i&ina tohoto onemocnéni. Dosud byl tento faktor podavan
pacientd v pfipravcich obsahujicich faktor VIII, které také
obsahuji VvWF, ale &asto v neuspokojivé kvalité a
v neZddoucim mnoZstvi. AcCkoliv byla pfiprava vWF technikami
genetického inZenyrstvi Gsp&3na, existuje stdle pot¥eba
vylepSenych ptelidtovacich metod pro pfipravu vWF z krve

nebo plasmy darcu.

V EP-A-O 934 748 je popsén vysoce precistény vWF majici
obsah alespofi 15% vWF multimer®, které se skladaji z 13 nebo
vice multimert (HMW-VWF multimerd). Tento se ziska
vicestupfiovym chromatografickym pf¥ecisténim, pr¥i kterém miZe
byt gelova filtrace v modu skupinové separace provedena
misto kryoprecipitace. Pro inaktivaci virG je uvadéno
napriklad zpracovani rozpoudt&dly a detergenty a oSetfeni

teplem v lyofilizovaném stavu po dobu 72 h pf¥i 80 °c.




Josic et al., “Purification of factor VIII and vWF factor
from human plasma by anion-exchange chromatography”, Journal
of Chromatography B, 662 (1994), 131-190, a Schwinn et al.,
“A Solvent/detergent Treated, Pasteurized and Highly
Purified Factor VIII Concentrate”, Arzneimittel-Forschung 1
Drug Research 44 (1), 2, 188-191 (1994), se tykaji
pfedi¥téni komplexu faktor VIII/vWF, kde toto pfeli3téni se
provede pfes iontoménifovy materidl a provedou se dva
nezavislé kroky pro inaktivaci virt. Provede se reakce

s rozpoudtédlem/detergentnim &inidlem a pasteurizace (10 h
pfi 63 °%c) za pritomnosti stabilizadnich &inidel. Ackoliv je
faktor VIII silné denaturovan pasteurizaci (95 % zbytkové
aktivity), mé&ni se aktivita vWF a dochézi ke zmé&né
distribuce multimert (85% zbytkovy antigen) a ke ztraté
multimer s vysokou molekulovou hmotnbsti, coZz vede k zisku
vWF antigenu s‘pomérem aktivity 2,2 (aktivita k antigenu =

0,5).

US-A-5,714,590 popisuje p¥elisténi komplexu faktoru VIII
iontom&nidovou chromatografii. Tak je pouZit EMD-TMAE-
Fractogel materidl pro kolonu, ktery se také pouZije pro
promyvani gelu. Pro inaktivaci vird je navrZeno zpracovani
rozpoudt&dlem, detergentnim ¢inidlem. Neni uvadé&no tepelné
zpracovani. Zziskany produkt také obsahuje VvWF, ale je

uvedena pouze antigenicita VvWF.

Podstata vyndlezu

Pfedm&tem pfedklddaného vynédlezu je poskytnuti nového
zptisobu pro pre&i3té&ni vWF z lidské plasmy. Takovy zpuasob

vede k zisku VvWF vy33i kvality a G¢&innosti.

Predmé&t predkladaného vyndlezu je dosaZen zplsobem pro

p¥ipravu hemostaticky aktivniho pfipravku obsahujiciho von




Willebrandav faktor (vWF) z frakce lidské plasmy, ktery Je
charakteristicky tim, %e je provedeno chromatografické
precisténi plasmatické frakce obsahujici vWF na
aniontomé&nidovém materidlu, ktery ma také aniontoménicové
skupiny na roubovanych polymernich strukturéch.(materiély
s vysunutymi skupinami), a potom se odebere frakce
obsahujici VWF a provede se p¥eli3téni frakce za pouZiti
promyti gelu a pfipravek se zpracuje teplem pro inaktivaci
virt. Materialy s vysunutymi skupinami, které mohou byt
pouZity ve zptsobu podle pfedkladdaného vynadlezu jsou
popsany, napfiklad, v EP-A-0 337 144. Tato publikace je zde
uvedena jako odkaz. Uvedenymi materidly jsou vyhodné
polyakrylamidové polymery s vysunutymi skupinami roubované
na dioly Fractogelu, ktery je dodavan Merck, Darmstadt,

Germany.

Popis obradzkl na p¥ipojenych vykresech

Obr.1l ukazuje stabilitu produktu ziskaného zplsobem podle
pfedkladaného vyndlezu ve srovnani s produkty pfelisténymi

pouze aniontom&nidovou chromatografii.

Tento postup p¥ekvapivé vede k zisku produktd majicich
vysoky obsah VWF ve srovnadni s F VIII. V disledku promyti
gelu vede zplisob podle p¥edklddaného vyndlezu k eliminaci
inter- a-trypsinového inhibitoru, stejné jako jinych
faktor®, které mohou pfispivat k redukci kvality produktu
pfi pouZiti znadmych zpisobli. Sekvence chromatografickych
stupiit podle pfredklddaného vyndlezu vede k zisku vWF
pfipravku, ktery je pfekvapivé stabilni. Pfekvapiveé, frakce
VWF ziskatelnd za pouZiti zpusobu podle pfedkladaného
vyndlezu, je v podstaté& stabilni ve vodném roztoku pfi

teplot& mistnosti po dlouhou dobu (mé€feni bylo provedeno po
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dobu del3i ne? je jeden tyden). Kromé& toho, p¥ipravek podle
‘predkléadaného vynalezu obsahuje VWF v pfirozené formé a bez

fragmentql.

Vyhodné vykazuje termdlné& stabilni pfipravek a teplem
zpracovany pfipravek pouze jeden pik p¥i HPLC gelové

filtraéni analyze.

Konkrétné&, termalnd stabilni p¥ipravek miZe byt zahfivan
pfi teploté vice neZz 80 °c v lyofilizovaném stavu pfi
pouZiti zplsobu podle pfedkladaného vyndlezu. V dalSim
‘provedeni zpisobu podle p¥edkladaného vynalezu je pfipravek
~zahtivan p¥i teploté vice neZ 90 %, konkrétné& 100 %c. Podle
pfedkladaného vynalezu je zahfivani vyhodn& provadéno po
dobu alespoii 1 h aZ 5 h, lépe 2 aZ 3 h. Tak jsou vSechny
viry relevantni pro transfusi, zejména viry bez lipidového
potahu, jako jsou parvoviry nebo viry hepatidy A,
inaktivovany. Produkt ziskany zpusobem podle p¥edkladaného
vyndlezu odoldva tomuto tepelnému zpracovani bez vyznamné

ztraty aktivity.

Podle p¥edkladaného vyndlezu miZe byt pfecisténi frakce
obsahujici vWF dale provedeno alespoii jednou adsorpCni-

a/nebo afinitni-chromatografickou technikou.

V pfedkladaném vyndlezu miuZe byt také pouZita frakce
obsahujici vWF, kterd je ziskéna z lidské plasmy a ktera je

predi3téna zpisobem podle predkladaného vynalezu.
P¥edkladdany vynadlez se také tykd hemostaticky aktivniho
ptipravku obsahujiciho vWF ziskaného zpusobem podle

predkladdaného vynalezu.

Pripravek podle pfedkladaného vyndlezu neobsahuje




infekéni krvi p¥enosné viry, zejména HIV, HBV, HCV, HAV a

parvoviry.

Konkrétn&, ptripravek podle predkladaného vynalezu
obsahuje VWF ve form& s vy33i molekulovou hmotnosti, ktery
vykazuje minimédlné& 13 aZ 16 multimerovych prouZkid po
elektroforetické analyze. Polet multimert a jejich charakter
distribuce ur&uje podobnost VWEF p¥ipravku s pfirozen?m vWE v
plasmé&. Dale, pomér ristocitinového kofaktoru jako markeru
pro aktivitu vWF k vWF antigenu v p¥ipravku podle
predkladaného vynadlezu je alespoil 0,8. Toto je dalsSim

m&fenim integrity vWF molekuly.

P¥ipravek podle pfedkladaného vynédlezu vyhodné& dale
obsahuje faktor VIII v pfirozené formé&. Pouziti komplexia F
VIII a VWF pro 1é&bu von Willebrandovi nemoci je zejména

uZitedné pro klinickou praxi.

Dale, nasledujici proteiny byly odstranény z p¥ipravku
podle predkladaného vyndlezu na hodnoty niZ3i neZ jsou
detek&ni limity pro imunochemickou detekci: imunoglobuliny,
fibrinogen, fibronektin a inter-d~trypsinovy inhibitor. Toto

je pravd&podobné& pfidinnou mimotradné stability produktu

podle pfedkladdaného vynalezu.
Vynalez bude dale dokreslen nasledujicimi priklady.

Pfiklady provedeni vynélezu

P¥ibliZn& 47 kg kryosraZeniny se zpracuje 15%
(hmot./hmot.) 2% (hmot./hmot.) roztoku hydroxidu hlinitého.
Po odst¥edé&ni se vzorek inkativuje z hlediska vird pomoci
0,3% TnBP/1% Triton X 100. Po olejové extrakci se provede

aniontomé&nidova chromatografie na Fractogel EMD TMAE




s vysunutymi skupinami od Merck, Darmstadt, Germany).
Pufr pro reakci ma nasledujici sloZeni:

Pufr AM, prvni promyti:
120 mM NaCl, 10 mM Na-citrat, osmolalita: 360-400
mosmol/kg, 120 mM glycin, 1 mM CaClz, pH 6,9-7,1;

Pufr BM, druhé promyti:
235 mM NaCl, 10 mM Na-citrat, osmolalita: 570-610
mosmol/kg, 120 mM glycin, 1 mM CaClz, pH 6,9-7,1;

Pufr CM, eluce:
700 mM NaCl, 10 mM Na-citrat, 120 mM glycin, 1 mM CaCla,
pH 6,9-7,1; osmolalita: 1380-1430 mosmol/kg.

Pufr DM, trfeti promyti:
1,5M NacCl.

Frakce vykazujici vWF/FVIII aktivitu se zpracuji
chromatografii s vyludovanim podle velikosti na Fractogel
EMD Bio SEC (gel od Merck, Darmstadt, Germany). Po ultra-
/diafiltraci se p¥ipravi prostfedek nasledujiciho sloZeni:
400 mM NaCl, 10 mM Na-citrat, 1 mM CaClz, 133 mM glycin, 1%

sacharosa.

Potom se provede sterilni filtrace. P¥ipravek se naplni
do fiol a lyofilizuje se a potom se provede tepelné
zpracovani p¥i teploté 100 °%c. Toto tepelné zpracovéni trvé

120 minut.

Obr.1l ukazuje stabilitu produktu ziskaného zplsobem podle
p¥edkladdaného vynalezu ve srovnani s produkty ziskanymi

pouze aniontom&nidovou chromatografii. Po aniontoménicoveé




chromatografii se produkt ziskany zpusobem podle
predkladaného vynalezu zpracuje chromatografii s vylucovanim
podle velikosti. Bylo zji3téno, Ze produkt podle
pfedkléddaného vyndlezu m& stdle je3té 80% aktivitu po
skladovani s nebo bez heparinu ve vodném roztoku pfi teploté
mistnosti, zatimco produkty nezpracované chromatografii

s vyludovanim podle velikosti maji po 7 dnech pouze 20%

aktivitu.
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Patentové naroky

1. Zptsob pfripravy hemostaticky aktivniho prostfedku
obsahujiciho von Willebrandiv faktor (vWF) z frakce lidské

plasmy vy znadc¢ujici se tim, Ze zahrnuje:

I. chromatografické pfecisténi plasmatické frakce
obsahujici vWF na aniontom&nidovém materidlu, ktery
obsahuje aniontoménidové skupiny na roubovanych
polymernich strukturdch (materidly s vysunutymi

skupinami), odb&r frakce obsahujici vWF; potom

II. predis3tdni uvedené frakce za pouzZiti promyti gelu
pro ptripravu p¥edisténého termalné stabilniho

prostfedku obsahujiciho VWE; a

III. zah¥ivani prostfedku pro inaktivaci wvira.

z

2. Zplsob podle naroku 1 vy zna c¢ujici se tim,
e termdlnd& stabilni pr¥ipravek a teplem zpracovany pIipravek

pouze jeden pik p¥i HPLC gelové filtraéni analyze.

Z

3. ZpGsob podle nadroku 1 nebo 2 vy znacdujici se
t im, Ze termalné stabilni prost¥edek je zahfrivan pfi

teploté vice nez 80 °c v lyofilizovaném stavu.

[

4. Zplsob podle ndroku 3 vy znacdcujici se ¢t m,
Ye prostfedek je zah¥ivan pri teploté vice neZ 90 °c,

zejména p#i teploté 100 o°c.

5. Zpusob podle naroku 3 nebo 4 vy zna cujici se
t i m, Ze prostfedek je zahfivan po dobu alespofi 1 hodiny az

5 hodin, vyhodné po dobu 2-3 h.




6. Zpusob podle jakéhokoliv z narokld 1-5
vyznadujici se tim, Ze frakce je potom
pFfetidténa alespofi jednou adsorpéni a/nebo afinitni

chromatografii.

7. Zpusob podle jakéhokoliv z narokd 1-6
vyznaduijici se tim, Ze uvedené pfelisténi
promytim gelu je provedeno jako konecné me€feni precisteéni

proteinu.

8. Zplsob podle jakéhokoliv z narokd 1-7
vyznaduijici se tim Ze uvedend frakce je

predi3téna z kombinované lidské plasmy.

9. Hemostaticky aktivni prost¥edek obsahujici vWF
vyznadujici se tim Ze je ziskdn zplUsobem
podle jakéhokoliv z narokld 1-8.

10. Prostfedek podle nadroku 9 vy znac¢ujici se

t i m, Ze uvedeny prost¥edek neobsahuje Z&dné krvi p¥enosné

viry, jako je HIV, HBV, HCV, HAV a parvoviry.

11. Prost¥edek podle naroku 9 nebo 10 vy zna &ujici
s e t im, Ze obsahuje vWF ve formé s vy33i molekulovou:
hmotnosti, kterad vykazuje minimdlné& 13 aZ 16 multimerovych

prouZkll po elektroforetické analyze

12. Prost¥edek podle podle jakéhokoliv z ndrokd 9-11
vyznadcduijici se tim, Ze pomér vWF aktivity
m&Feny jako pomér ristocitinového kofaktoru k vWE antigenu

je alespon 0,8.

13. Prostfedek podle jakéhokoliv z ndrokl 9-12

vyznaduijici se tim Ze dale obsahuje faktor
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VIII v ptirozené formé.

14. Prost¥edek podle podle jakéhokoliv z narokd 9-13
vyznadujici se tim, Ze obsahujé
imunoglobuliny, fibrinogen, fibronektin a inter-a-trypsinovy

inhibitor v koncentraci pod limitem imunochemické detekce.

15. P¥ipravek podle podle jakéhokoliv z narokd 9-14
vyznadujici se tim Ze obsahuje VWF

v prirozené form& a bez fragmenta.
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