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Frengangsmide til binding og fjernelse af lipopro-
teiner fra vandige vesker, ved hvilken lipoproteinerne
bindes til polyhydroxymethylen, som indeholder en pipcdet
oxethyleret alkohol eller en plpodet oxethyleret carboxyl-
syre. Eventuelt elueres lipoproteinerne fra polyhydroxy-
methylenet.

Fremgangsmiden er ogsi egnet til fremstilling af
lipoproteinfrit blodplasma eller blodserum.
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Den foreliggende opfindelse angdr en sarlig frem-
gangsmdde til fraskillelse af lipoproteiner fra en vandig
veske ved binding til et polyhydroxymethylenderivat samt
anvendelsen af et sadant polyhydroxymethylenderivat til
udvinding af praktisk taget lipoproteinfrit blodplasma eller
blodserun.

Ved klarggrelsen af holdbart plasma og serum af humant
eller animalsk blod til terapeutiske eller diagnostiske
formal har det vist sig hensigtsmessigt at fjerne alle labile
proteiner, safremt de ikke er negdvendige til den planlagte
anvendelse. Lipoproteinerne herer til de plasma- og serum-
bestanddele, der i szrlig grad pavirker holdbarheden af
ovennavnte oplgsninger.

Lipoproteinerne er den vandoplgselige transportform
for triglycerider, cholesterolestre og phospholipider i
biologiske vasker. Deres vandopleselighed skyldes andele af
protein, der hylsteragtigt omgiver de i sig selv vanduoplegse-
lige lipider. I ekstreme tilfzlde kan proteinandelen i lipo-
protein andrage kun nogle fa procent. Den sterre eller mindre
andel af vanduoplgselige lipider er ogsd grunden til deres
i sammenligning med proteiner og glycoproteiner ringe oples-
ningsstabilitet. Denne oplgsningsstabilitet er imidlertid
ved biologiske vasker, der skal anvendes bade terapeutisk
og diagnostisk, som f.eks. plasma eller sera, en uundgaelig
forudsztning for deres anvendelse. Der har derfor ikke veret
mangel pa& bestrzbelser pa at fjerne lipoproteinerne fra
plasma eller sera uden derved at zndre de for brugeren vig-
tige biologiske aktiviteter. Disse a@ndringer Kkan f.eks.
bestd i en formindskelse af indholdet af antistoffer i et
antiserum eller i en ugnsket aktivering af en koagulerings-
faktor.

Ifplge teknikkens stade findes tre metoder til fjer-
nelse af lipoproteiner fra biologiske vasker, sasom plasma
eller sera.

Metoden med flotation af lipoproteinerne ved forgget

massefylde kraver anvendelse af centrifuger med hgj omdrej-
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ning. Fjernelsen af samtlige lipoproteiner fra serum kraver
en forggelse af massefylden til 1,21, hvilket som regel
sker ved tilsaztning af kaliumbromid. Ngdvendigheden af til-
bagefering af ikke-lipoproteiner i et fysiologisk milje fer
deres terapeutiske anvendelse udger en yderligere hindring
for overfgrelsen af denne teknik til store mengder.

Til adsorption af lipoproteiner til selektivt bindende
adsorbenter er der beskrevet en razkke adsorbenter, hvis
fzlldes kendetegn er en perleformig, hydrophil grundmasse
pa polysaccharidbasis, hvortil phenyl- eller alkylgrupper
er bundet. Ulemper er ugnskede vekselvirkninger med kom-
ponenter i de biologiske oplegsninger, sdsom fibrinogen, men
ogsa deres enzymatiske angribelighed. Til de lipoprotein-
-bindende adsorbenter hgrer ogsd sddanne pa basis af sili-
ciumdioxid. Disse siliciumdioxider, der er tilgazngelige i
handelen under betegnelsen "Aerosi1“®, kan kun anvendes ved
en omrgringsfremgangsmade, hvor der imidlertid af sedimentet
indesluttes vasker med oplgste stoffer. Disse kan ganske
vist genvindes ved en vaskemetode, men foreligger i en ikke-
-anvendelig, fortyndet form. En yderligere ulempe ved sili-
ciumdioxid-adsorbenterne ligger i deres tydelige oplgselighed
ved pH-vardier pa 7 og derover. Ogsad selektiviteten er i
mange tilfzlde utilstrzkkelig, sdledes er det f.eks. ikke
muligt at befri humant eller animalsk plasma for lipopro-
teinerne under opretholdelse af deres koaguleringsegenskaber.

Endvidere er det kendt, at lipoproteiner kan udfzldes
med polyanioner, sdsom dextransulfat eller heparin. Derved
skal kationer, sasom Mg** eller Mn'™*, vare til stede. Der-
efter skal de tiloversblivende mzngder af polyanioner og
metalioner fjernes.

Endelig kendes der fra DE-fremlaggelsesskrift nr.
2.421.789-B2 biologisk aktive, vanduoplgselige produkter,
hvori et biologisk aktivt stof er bundet til en vanduoplgse-
lig polyhydroxymethylen, enten direkte eller over en eller
flere bifunktionelle organiske forbindelser. Bindingen er i
begge tilfzlde covalent, og produktet anvendes bundet til
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polyhydroxymethylenbzreren. En efterfglgende fraspaltning
af det aktive stof er ikke forudset ifplge denne kendte
teknik.

Derfor er det ikke muligt at befri plasma eller sera
af human eller animalsk oprindelse i en malestok pa 100
liter for lipoproteinerne, hvis en @&ndring af elektrolytfor-
holdene og pH-verdien, en fortynding af plasmaet eller serum-
met, faren for en indslazbning af stoffer, der ferer til ufor-
drageligheder ved den terapeutiske anvendelse, sdsom bak-
terielle pyrogener, og en @ndring af mengdeforholdet mellem
i de oplgsningen forblivende proteiner skal undgds. Desuden
skal fremgangsmidden vzre anvendelig under sterile betingel-
ser.

Det er derfor den foreliggende opfindelses opgave at
finde frem til en fremgangsmade til fjernelse af lipopro-
teiner fra vandige vasker, der er tilstrazkkelig til disse
betingelser.

Overraskende nok har det vist sig, at et vanduoplgse-
ligt polyhydroxymethylenderivat, hvorpa en oxethyleret alko-
hol eller en oxethyleret aliphatisk carboxylsyre er blevet
papodet, er i stand til reversibelt at binde lipoproteiner
fra vandige vasker.

Genstand for den foreliggende opfindelse er derfor
en fremgangsmade til fraskillelse af lipoproteiner fra en
vandig vaske ved binding til et hydroxymethylenderivat,
hvilken fremgangsmidde er ejendommelig ved, at man bringer
vaesken i kontakt med et polyhydroxymethylen, hvorpa der er
papodet en oxethyleret alkohol eller en oxethyleret carboxyl-
syre, fraskiller vasken og eventuelt eluerer lipoproteinerne
fra polyhydroxymethylenderivatet.

Som alkohol foretrazkkes en alkanol med 4-30 carbon-
atomer og som carboxylsyre en aliphatisk carboxylsyre med
4-20 carbonatomer.

Et sadant derivatiseret polyhydroxymethylen (PHM)
kan fremstilles ved hydrolyse af polyvinylencarbonat frem-

stillet ifplge DE-offentliggprelsesskrift nr. 2.556.759-Al.
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Serligt egnet er et PHM, der fremstilles ud fra poly-
vinylencarbonat ifglge eksemplerne ifglge dette DE-offent-
ligggrelsesskrift nr. 2.556.759-Al1.

Ved polymerisationen anvendes 1-20, fortrinsvis 2-10
vegt-% af en oxethyleret alkohol eller en oxethyleret car-
boxylsyre. De sazrlige fordele ved en sadan polymer ligger i
en rekke stofegenskaber, hvorved den adskiller sig fra andre
kendte adsorbenter. Polyhydroxymethylen er en syntetisk
polymer med en gennemgaende Kkzde af CHOH-enheder, hvori
poly-(ethylenoxy)-alkylgrupper er indbygget over ester-
eller etherbindinger, fortrinsvis etherbindinger. Slutproduk-
tet indeholder altsa kun bindingsarter, der er kendt bade
for en hgj kemisk og termisk og en god enzymatisk stabilitet.

P4 grund af mangel pd ionogene grupper er polyhydroxy-
methylen ikke i stand til ugnskede ionogene vekselvirkninger.

De OH-grupper, der er knyttet til hvert enkelt car-
bonatom i polyhydroxymethylenet, seorger for en god befugte-
lighed af adsorbenten med vandige oplesninger, hvilket virker
gunstigt pd opretholdelsen af den native struktur af pro-
teiner, hvis oplgsninger bliver behandlet dermed. Polyhydr-
oxymethylen, der er derivatiseret med oxethyleret alkohol
kan under udnyttelse af dets alkalistabilitet behandles med
en varm alkalimetalhydroxidoplgsning, hvis neutralisation
kan efterfglges af en steril og pyrogenfri anvendelse. Mulig-
heden for en s&dan foranstaltning er af stor betydning i
forbindelse med oparbejdningen af proteinoplegsninger, der
skal anvendes terapeutisk. Selv om et ved fremgangsmaden
ifplge opfindelsen anvendt polyhydroxymethylenderivat savel
inden for et bredt pH-verdi-omrdde som fra oplesninger med
forskellig elektrolytart og -koncentration kan binde lipo-
proteiner derudfra, er det en szrlig fordel, at det ogsa
udviser denne egenskab ved anvendelse pa plasma og sera ved
fysiologiske salt- og pH-vardi-forhold. Derved overfledig-
gores en forudgaende &ndring af reaktionsbetingelserne og
deres tilbageforing efter adsorptionstrinnet.

Bindingen af lipoproteinerne kan ske ved en omrerings-
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fremgangsmdde eller ved hjzlp af sejleteknik.

Polyhydroxymethylen Kan anvendes i hydratiseret eller
lyophiliseret form. I sidstnavnte tilfazlde er givet mulig-
heden for gennem presning af give adsorbenten en bestemt
form. Hensigtsmessigt udvindes polyvinylencarbonatet, hvor-
udfra PHM fremstilles ved hjzlp af hydrolyse, ifglge DE-
~offentliggorelsesskrift nr.3.243.591 ved polymerisation i
nerverelse af dispergeringsmidler. Ved at udfzlde det deri-
vatiserede polyhydroxymethylen fra en alkalisk oplegsning
er der mulighed for at foretage udfzldningen i narvarelse
af findelte partikler. Disse indesluttes af det udfzldede
polyhydroxymethylen og kan saledes give co-udfzldningen
egenskaber, der ger den efterfglgende anvendelse lettere,
eller i det hele taget muligger den. Saledes kan indeslut-
ningen af magnetitpartikler bevirke en magnetisk pavirkelig-
hed. Ved anvendelse at kiselgur er det f.eks. muligt at
forbedre strgmmeegenskaberne af polyhydroxymethylen-sgjle-
fyldninger. Indesluttede carbonpartikler kan give yderligere
adsorptionseffekter.

Hvis de lipoproteiner, der er bundet til polyhydroxy-
methylenet, skal udvindes, kan anvendes alle midler til
eluering, der er kendt til dissociation af hydrophobe bin-
dinger.

Opfindelsen angar endvidere anvendelsen af et poly-
hydroxymethylenderivat, der indeholder en papodet, oxethyle-
ret alkohol eller en pdpodet, oxethyleret carboxylsyre, til
udvinding af praktisk taget lipoproteinfrit blodplasma eller
blodserum.

Det fgolgende eksempel forklarer den - foreliggende

opfindelse.

ERKSEMPEL 1

200 g polyvinylencarbonat der er papodet en oxethyle-
ret alkohol eller en oxethyleret carboxylsyre, fremstillet
ifplge DE-offentligggrelsesskrift nr. 2.556.759-A1, suspen-
deres 1 en VA-stdlbeholder i 3000 ml 5N NaOH. Suspensionen
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opvarmes under omregring i 30 minutter til 90°C. Derved gar
polymeren fuldstzndig i oplesning. Den endnu varme oplgsning
fortyndes derefter under omrering med 40 liter vand. Derved
udskilles det vanduopleselige polyhydroxymethylenderivat
som et amorft bundfald. Til fremskyndelse af denne udfzldning
szttes 400 g fast NaCl til suspensionen. Efter tre timer
fjernes sterstedelen af den vaske, der stdr over hundfaldet,
med en havert. Den i beholderen resterende del af blandingen
blandes under omrering med 10 M HCl, indtil suspensionen
har opndet en pH-verdi pa 12. Faststoffet og vasken adskilles
ved filtrering, og filterremanensen vaskes fri for den res-
terende oplgsning med 0,15 M NaCl-oplesning. Det sdledes
opndede produkt udrpres med 0,15 M NaCl-oplgsning til en
suspension, hvis pH-verdi indstilles pa 7,5 med 1 M HCl, og
suspensionen fyldes op til 3 liter.

I denne suspension af polyhydroxymethylenderivatet
oplgses 11 g tri-natriumcitrat under omrering. Derefter
pakkes en chromatografisgjle med en diameter pa 19 cm med
denne suspension. 1,4 liter humanplasma, udvundet med citrat-
ioner som kompleksdanner, blandes med 27 pug hepatitis B-s-
-antigen og far lov til at lgbe over sgjlen.

De mest proteinrige fraktioner af s¢jlegennemstrogm-
ningen kombineres, de har et samlet volumen pa 1,6 liter og
indeholder 89% af proteinerne i udgangsplasmaet.

I det sé&ledes behandlede plasma kan der ved de kendte
metoder hverken pavises cholesterol (CHOD-PAP-metode) eller
Apo-B-protein (turbidimetrisk immunreaktion) eller HBsAg
(ELISA-teknik).
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1. Fremgangsmade til fraskillelse af lipoproteiner
fra en vandig veske ved binding til et polyhydroxymethylen-
derivat, k ende t egnet ved, at bindingen til poly-
hydroxymethylenderivatet sker reversibelt, ved at man bringer
vesken i kontakt med et polyhydroxymethylenderivat, hvorpa
der er pdpodet en oxethyleret alkohol eller en oxethyleret
carboxylsyre, fraskiller vasken og eventuelt eluerer lipo-
proteinerne fra polyhydroxymethylenderivatet.

2. Fremgangsmdde ifplge krav 1, kendeteg-
n e t ved, at alkoholen er en alkanol med 4-30 carbonatomer,

eller at carboxylsyren er en aliphatisk carboxylyre med

4-20 carbonatomer.
3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, k e n d e-
tegnet ved, at vasken er blodplasma eller blodserum.
4. Anvendelse af et polyhydroxymethylenderivat, der
indeholder en papodet, oxethyleret alkohol eller en papodet,
oxethyleret carboxylsyre, til udvinding af praktisk taget
lipoproteinfrit blodplasma eller blodserum.
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