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pet i kulden uoplgselige globulin (CIG) fremstilles
ved, at man til et faktor ViII-koncentrat, der indeholder
globulinet, ved en temperatur over 18°C satter 1,8-2,6 mol
pr. liter af en godt vandoplgselig aliphatisk aninosyre og
8-12% (vagt/rumfang) neutralsalt, skiller den ovenstiende
vaske fra den fremkomne faldning og i denne pd ny forsger xon-
centrationen af neutralsaltet, hvorved CIG'et udfaldes,

CIG kan i lagemidler til parem-
teral indgivelse, isar til chokterapi.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmide til fremstilling
af det i kulden uoplgselige globulin (CIG) ud fra faktor
VIII-koncentrater, iser fremstillet af blodplasma, ved
hvilken man til et faktor VIII-koncentrat, der indeholder
dette globulin, satter en godt vandoplgselig aliphatisk
aminosyre.

Det i kulden uoplgselige globulin (= "cold insoluble
globulin", CIG) har som et i plasma forekommende protein i
langere tid veret beskrevet i litteraturen under navnene

"large external transformation-sensitive protein" = LETS,
"soluble fibroblast antigen" = SF, "cell surface protein" =
CSP, "cell adhesion factor" = CAF eller fibronectin, og som

'bestanddel af overfladerne af fibroblaster.

Det er allerede kendt, at dette protein kan udvindes
af Cohn I-fraktionen eller af kryoprazcipitatet fra ACD
(Acid Citric Dextrose)-plasma i praparative mengder, jfr.
Mosesson, M.W. und Umfleet, R.A., J. Biol. Chem., 245,

5728 (1970). Forfatterne gar herved ud fra et udgangsmate-

riale, som ved siden af andre i kulden uoplgselige sporpro-
teiner hovedsageligt indeholder fibrinogen (80-85%) og CIG

(max. 10%) .

Problemet ved fremstillingen af CIG beror i fgrste
rzkke pd fraskillelsen fra fibrinogenet, som med hensyn til
fazldnings- og fraktioneringsegenskaberne minder meget om CIG.
Denne fraskillelse er blevet forsggt af Mosesson, jfr. oven-
for, ved en fraktionering med glycin/ethanol ved lavere tem-
peraturer.

Det p& denne mdde koncentrerede protein indeholder
imidlertid stadig ca. 50% fibrinogen, som fgrst kan fjernes
i tilstrakkelig grad ved et efterindskudt ionbytningstrin.

Det er endvidere kendt, at de kommercielt fremstille-
lige faktor VIII-koncentrater, i vid udstrazkning uafhangigt
af oprindelse og fremstillingsmetoder, indeholder fibrinogen
og CIG i forholdsvis hgje koncentrationer og forskellige for-

hold som ledsageproteiner.
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Det har nu overraskende vist sig, at det er muligt
at fremstille CIG med hg¢j renhed ud fra dette CIG indehol-
dende, fibrinogenfattige faktor VIII-koncentrater under
anvendelse af f& fraktioneringstrin. Herved fremkommer der
p& den ene side CIG og p& den anden side faktor VIII.

Opfindelsen angdr siledes en fremgangsmade til frem-
stilling af i kulden uoplgseligt globulin (CIG) ud fra det-
te globulin indeholdende, med fordel fibrinogenfattige fak-
tor VIII-koncentrater, hvilken fremgangsmade er af den oven-
for angivne art, og denne fremgangsmdde er ejendommelig ved,
at man ved en temperatur over 18°C tilsatter aminosyren i
en koncentration p& 1,8-2,6 mol pr. liter, hvorefter man til-
setter 8-12% (w/v) neutralsalt, skiller den ovenstdende ve-
ske fra den fremkomne feldning og i vasken forgger koncen-
trationen af neutralsaltet til en koncentration pa 16-33%
(w/v) , hvorved CIiG'et udfzldes, idet man eventuelt til yder-
ligere koncentrering af CIG-et optager faldningen i en puf-
feroplgsning og igen falder under de ovenfor angivne betin-~
gelser.

Ved denne fremgangsmide kan der ogsa samtidig ud fra
det samme udgangsmateriale fremstilles CIG-frit faktor VIII-
-koncentrat og CIG.

Udvalgelsen af det egnede udgangsmateriale sker pa
basis af bestemmelsen af CIG'et, f.eks. ifglge Mosesson

‘og Umfleet, J. Biol. Chem., 245, 5728 (1970), af faktoren

VIII, f.eks. ifglge proctor, M. and Rapaport, O., Am. J.
Clin. Path., 36, 212 (1961) , og af fibrinogenet, f.eks. ifgl-
ge Clauss, A., Acta Haemat., 17, 237 (1957) .

Ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen gar man ud fra
CcIG-indeholdende faktor VIII-koncentrater, fortrinsvis fra
fibrinogenfattige faktor VIII-koncentrater, navnlig sadanne,
der indeholder 0-2 mg fibrinogen pr. 20 enheder faktor VIII.

Egnede faktor VIII-koncentrater er plasmoproteinfrak-
tioner, der er berigede med faktor VIII. De kan f.eks. fas
ved kryopracipiteringsmetoden eller ved fzldningsmetoder med
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aminosyrer og kan om ¢nsket frysetgrres.

Eksempelvis kan et frysetgrret faktor VIII-koncen-—
trat oplgses i en 0,02-0,12 M puffer, fortrinsvis citrat-
~NaCl-puffer, 0,08 mol/liter, med en pH-vardi pé& 6,0-8,0,
fortrinsvis 6,9, i en koncentration pd 0,2-20%, fortrins-
vis 1%, beregnet protein.

Ved en temperatur over 18°C, dog begrznset af dena-
tureringen ved hgje temperaturer, fortrinsvis ved 20—25°C,
tilsattes der 1,8-2,6, fortrinsvis 2,2 mol pr. liter af en
godt vandoplgselig aliphatisk aminosyre, f.eks. glycin, a-
eller B-alanin, hydroxyprolin, prolin, glutamin eller a-,
f- eller y-aminosmgrsyre, ifglge opfindelsen fortrinsvis
glycin, og 8-12%, fortrinsvis 12% (w/v) neutralsalt, iser
NaCl, i fast tilstand. Faldningen skilles fra, idet den
fortrinsvis fraskilles ved centrifugering, og den kan onm
gnsket videreanvendes til faktor VIII-fremstilling.

Den ovenstdende vaske bringes med neutralsalt og péa
et saltindhold pd 16-33% (w/v), fortrinsvis 17%. Egnede
neutralsalte er ammoniumsalte eller fortrinsvis alkalimetal=-
halogenider med tilstrekkelig oplgselighed i vand.

Bundfaldet udvindes som ovenfor beskrevet. Til yder-
ligere koncentrering kan det optages i en til udgangsrumfan-
get svarende eller mindre mengde pufferoplgsning, fortrins-
vis en oplgsning af den navnte citratpuffer, hvorpd den
ovenfor beskrevne fzldningsprocedure gentages.

Afhangigt af den ¢gnskede renhed af produktet kan
dette faldningstrin gentages flere gange, men det kan ogsa
udelades. Slutproduktet skal mindst indeholde 60% CIG, be-
regnet p& protein, og vare frit for med thrombin koaguler-
bart protein. Renheden af slutproduktet kontrolleres ved de
gangse proteinanalytiske metoder, sasom polyacrylamid-elek-
troforese eller immunelektroforese under anvendelse af stan-
darder eller specifikke antisera, med henblik pé& ledsagende
gammaglobulin og fibrinogen.

CIG er et vardifuldt lzgemiddel. Det kan is&r anven-
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des til chokterapi. Eksperimentelt kan'dette vises pa tre
dyremodeller:

a) ved den passiv-kutane anafylaksi-reaktion hos
marsvin,

b) ved endotoksinchok med lipopolysaccharid hos kat-
te og

¢) ved histaminchok hos marsvin.

Med en intravengs indgivelse af 10 mg CIG pr. kg
fg¢r eller efter fremkaldelsen af choktilstanden kan chok-
virkningen formindskes, og den til chokudlgsning ngdvendi-
ge dosis af histaminet eller endotoksinet andrager ca. det
3-dobbelte af kontrollen.

CIG anvendes som lagemiddel pd i og for sig kendt
mdde i form af et praparat til parenteral, fortrinsvis in-
travengs indgivelse. Det foreligger her i en koncentration
p& ca. 10 mg pr. ml i en vandig oplgsning eller pad tgrret,
fortrinsvis frysetgrret form. Til stabilisering af CIiG-ak-
tiviteten anvendes der hensigtsma®ssigt tilsvarende tilsat-
ninger af carbonhydrater, i vand godt oplgselige aminosyrer
og puffersalte sdsom glucose, glycin og Na-citrat. Prapara-
tet er ogsd egnet til forggelse af den opsonerende virkning
af fagocytérende celler. )

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen illustreres narmere

i de fglgende eksempler.

Eksempel 1
Fibrinogenfattigt faktor VIII-koncentrat, fremstil-

let ifglge K.M. Brinkhous et al. JAMA, 205, 67 (1968) , eller
M. Wickerhauser, Vox. Sang., 23, 402 (1972), oplgses i en ci-
trat-NaCl-puffer, pH 6,9, 0,02 resp. 0,06 mol pr. liter, til
en 1%'s oplgsning, beregnet pd protein. Under omrgring til-
sattes der derpa ved 22°C fgrst 2,2 mol glycin pr. liter og
dernast 12% (w/v) NaCl, hver gang i fast tilstand og portions-
vis. Der videreomrgres i 2 timer ved denne temperatur, hvor-
pd faldningen fracentrifugeres ved 3000 G i 1gbet af 30 minut~-
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ter. Fazldningen kan videreforarbejdes som faktor VIII-kon-
centrat.

Den ovenstdende vaske opvarmes til 37°C. Under om-
rg¢ring tilsattes der fast NaCl til en koncentration pa
17% (w/v). Der omrgres yderligere i 30 minutter ved 37°C,
og fzldningen udvindes ved centrifugering ved 3000 G i
30 minutter. Den ovenstdende vaeske bortkastes.

Faeldningen optages i 1/4 rumfang af den oprindeligt
anvendte citrat-NaCl-puffer, der opvarmes igen til 37°C,
og der tilsattes 2,2 mol glycin pr. liter og 17% (w/v)
NaCl, hvorpd der igen centrifugeres.

Den herved fremkomne feldning optages i 1/10 af det
oprindeligt anvendte rumfang af citrat-NaCl-pufferen og
dialyseres mod det 30-dobbelte rumfang af denne puffer i
3 timer. Derefter opvarmes oplgsningen til 30°%¢ og centri-
fugeres til klaring i 60 minutter ved 3000 G.

Den ovenstéende vaske, der indeholder CIG'et, for-
tyndes med citrat-NaCl-puffer til en koncentration pa 1%,
beregnet pd protein, og der tilsattes 5% glucose (w/v),

sterilfiltreres og frysetgrres.

Ekesmpel 2
Fibrinogenfattigt faktor VIII-koncentrat ifglge ek-

sempel 1 oplgses i en citrat-NaCl-puffer (pH = 6,9) i en
koncentration pd 0,02 henholdsvis 0,06 mol pr. liter til
dannelse af en 1%'s oplgsning, beregnet pd protein. Under
omrgring tilsazttes der hver gang i fast tilstand portions-
vis og ved 22°C fgrst 2,0 mol L-alanin pr. liter og derpa
9% (w/v) ammoniumsulfat. Der omrgres i 2 timer ved denne
temperatur, og faldningen fracentrifugeres dernast ved
3000 G i lgbet af 30 minutter. Fazldningen kan videreforar-
bejdes som faktor VIII-koncentrat.

Den ovenstiende vaske opvarmes til 37°C. Under om-
rgring sattes der hertil fast ammoniumsulfat til en kon-
centration pad 20% (w/v). Der omrgres i yderligere 30 minut-
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ter ved 37°C, og fzldningen udvindes ved centrifugering
ved 3000 G i 30 minutter. Den ovenstdende vaske kasseres.
Fzldningen optages i 1/4 rumfang af den oprindeli-~
ge anvendte citrat-NaCl-puffer, opvarmes igen til 37°C,
og der tilsattes 2,0 mol L-alanin pr. liter og 20% (w/v)
ammoniumsulfat, og der centrifugeres atter.
Der gis derefter frem svarende til eksempel 1.

Eksempel 3
Fibrinogenfattigt faktor VIII-koncentrat ifglge ek~

sempel 1 oplgses i en citrat-NaCl-puffer (pH = 6,9) i en
koncentration pa4 0,02 henholdsvis 0,06 mol pr. liter til
dannelse af en 1%'s oplgsning, beregnet pé protein. Under
omrgring tilsattes der hver gang i fast tilstand portions-
vis ved 22°C fgrst 2,0 mol B-alanin pr. liter og derpa 12%
(w/v) KCl. Der omrgres i 2 timer ved denne temperatur, og
faldningen fracentrifugeres dernast ved 3000 G i lgbet af
30 minutter. Fazldningen kan videreforarbejdes som faktor
VIII-koncentrat.

Den ovenstdende vaske opvarmes til 37°C. Under omrg-
ring sattes der hertil fast KCl til en koncentration pa
25% (w/v) . Der omrgres i yderligere 30 minutter ved 37°C,

' og faldningen udvindes ved centrifugering ved 3000 G i

30 minutter. Den ovenstdende vaeske kasseres.

Feldningen optages i 1/4 rumfang af den oprindeligt
anvendte citrat-NaCl-puffer, der opvarmes igen til 37°,
der tilsattes 2,0 mol B-alanin pr. liter og 25% (w/v) KCl,
og der centrifugeres atter.

Der g&s derefter frem svarende til eksempel 1.
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Patentkravwv.

1. Fremgangsmide til fremstilling af det i kulden
uoplgselige globulin (CIG), wved hvilken man til et faktor
VIII-koncentrat, der indeholder dette globulin, satter en
godt vandoplgselig aliphatisk aminosyre, k en d e t e g-
n e t ved, at man ved en temperatur over 18°C tilsatter
aminosyren i en koncentration pd 1,8-2,6 mol pr. liter,
hvorefter man tilsatter 8-12% (w/v) neutralsalt, skiller
den ovenstdende vaske fra den fremkomne fazldning og i wva-
sken forgger koncentrationen af neutralsaltet til en kon-
centration p& 16-33% (w/v), hvorved CIG'et udfzldes, idet
man eventuelt til yderligere koncentrering af CIG'et op-
tager faldningen i en pufferoplgsning og igen falder under

de ovenfor angivne betingelser.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e t e g-
n et ved, at der som aminosyre anvendes glycin.
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