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Komplex sraZeciho faktoru IX, zplisob jeho vyroby, farmaceuticky
preparat pro aplikaci pri nedostatku faktoru IX a pouZiti tohoto
komplexu

Oblast vynalezu

Vyndlez se tyka komplexu, ktery obsahuje srazeci faktor IX,
jakoZ i zpusobu vyroby farmaceutického preparatu, ktery obsahuje
faktor IX.

Dosavadni stav techniky

SrazZeci faktor IX se pouZiva pri substituéni 1é¢bé pacientu,
trpicich hemofilii B. Tato krevni choroba je vysledkem nedostatku
faktoru IX.

K substituéni léébé se uzivaji koncentraty faktoru IX, které
navic obsahuji srazZeci faktory II, VII, IX a X /prothrombinovy
komplex/. Takové koncentraty, obsahujici srdaZeci faktory patri
k faktorim 2zAavislym na vitaminu K a jsou sdruZeny na zakladeé
jejich podobné stavby. Pro osoby, trpici krvacenim, které jsou
postiZeny hemofilii B, vSak znamena kaZdé zavedeni jinych koagu-
laénich faktori, neZz je faktor IX, zatéZz. Proto je snaha pouZit
v terapii koncentratu faktoru IX s jeho vysokym obsahem, alterna-
tivné ke kombinovanym preparatum.

Vychozim materidlem pro vyrobu preparatu, obsahujicich fak-
tor IX Jje 1lidskd plasma, ktera vsSak obsahuje faktor IX jen
v malych mnoZstvich /4/pg/ml/. Pro ziskani faktoru IX musi byt
proto nejen zpracovano velké mnoZstvi plasmy, musi se ale také
oddélit rusici doprovodné proteiny tak, jak jen to je moZné. Toto
je 2ztiZeno tim, 2e tyto doprovodné proteiny maji podobné
fyzikalné-chemické vlastnosti.

Dalsi obtiZ spoéiva v tom, Ze koneény produkt v prubéhu
zpracovani musi byt zbaven infekénich agens, protoZe vychozi
material miZe obsahovat napfiklad viry hepatidy nebo HIV. Kazdy
stupen vyroby a kaZda inaktivace viru se musi provadét tak, aby
se co nejvice zachovala biologickd aktivita faktoru IX. JiZ léta
jsou ¢&inény pokusy nalézt zpusob, ktery by optindlné splioval
uvedené pozadavky.

Ziskani faktoru IX pfi soucéasném sniZeni obsahu jinych fak-
toru chromatografickymi zpusoby se dari prirozené tim lépe, ¢im
je vyména srazeciho faktoru IX se stacionarni fazi specificétéjsi.

Pro vyrobu frakci, obsahujicich faktor IX 2z vodnych smési,
obsahujicich faktory II, VII, IX a X, jsou znamy zpusoby ionto-
vyménné a afinitni chromatografie. Podle zpusobu popsanych v pat.
spisu DE-C 3914869 se ziskd frakce, obsahujici faktor IX na
adsorbentu, obsahujicim a-hydroxylaminoskupinu. Eluce absorbova-
ného faktoru IX se provadi zvysenim koncentrace aminu nebo soli,
coz svédéi o iontové vazebné sile mezi faktorem IX a adsorbentem.
Na zavér tohoto prvniho stupné se provede chromatografie na mat-
rici, nesouci sulfatovany uhlohydrat.
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Zpusoby afinitni chromatografie vykazuji vysokou specifitu.
Faktor IX se adsorbuje na nosny materidl protilatkou nebo jinymi
skupinami s vysokou afinitou k faktoru IX, napriklad heparin,
promyje se a eluuje. Napriklad se podle zplusobu v pat. spisu
EP-A 317376 adsorbuje faktor IX na imobilizovany heparin. Eluce
faktoru IX se provadi zvySenim koncentrace soli v pufru. Podobné
plati pro protildtku proti faktoru IX jako afinitni nosié.

V pat. spisu EP-A 229026 se adsorbuje faktor IX na imobili-
zovanou protilatku a eluuje se gradientem soli. Problémem je, Ze
pouzité eluéni podminky disociuji nejen faktor IX, ale také hepa-
rin, popripadé protildtku, které se proto vyskytuji v konecéném
produktu jako necéistoty.

Dale je znadmo, Ze koncentriat srazecich faktoru, obsahujici
faktory II, VII, IX a X, maZe byt chromatografii na hydrofobni
matrici zbaven virovych antigenu, pfi¢emZ se antigen hydrofobné
vaZe na matrici, zatimco srazeci faktory prochdzeji matrici pri
zachovani jejich biologickych aktivit /J3.Vir.Meth.,3, 213 a2
228/1981//.

Uloha vynalezu spo¢ivda v nalezeni chromatografického zpluso-
bu, ktery nemd uvedené nevyhody a umoZiiuje snadné dosazeni fakto-
ru IX z vodné smési, kterd obsahuje jesté dalsi proteiny, zejména
plasmozymogen nebo na vitaminu K zavislé proteiny.

Podstata vyndlezu

Podle vyndlezu je k dispozici komplex sraZeciho faktoru IX,
ktery je tvoren nosidem na bazi polymeru s hydrofobnimi skupina-
mi, na které je selektivné navazan faktor IX z vodné, vedle fak-
toru IX jesté alespori jeden plasmozymogen obsahujici smési. Fak-
tor IX miuZe byt selektivné navazan v komplexu podle vynalezu také
z vodné, vedle faktoru IX jesté alespori jeden na vitaminu
K zavisly protein jako protein C, protein S nebo faktory II, VII
a X, obsahujici smési nebo 2z vodné smési, ktera obsahuje
prothrombinovy komplex.

Vynalez je zaloZen na pozndni, 2e srazeci faktor IX se
selektivné adsorbuje 2z vodného roztoku, ktery ma vysokou vodi-
vost, na matrici, majici hydrofobni vedlej$i retézce, tj. za pri-
tomnosti plazmazymogenu nebo na vitaminu K zavislého proteinu.
Toto je prekvapujici, protoZe uvedené proteiny maji podobné fyzi-
kalné-chemické vlastnosti. Tato selektivni adsorpéni schopnost
faktoru IX miZe byt pouZita k ziskani tohoto faktoru.

Vyhodna forma provedeni komplexu podle vynalezu se vyznaduje
tim, Ze faktor IX se 2ziskd nejméné v pétinasobné aktivité va&i
jinému pritomnému, na vitaminu K zavislému proteinu.

Komplex podle vyndlezu 3je vyhodné podroben zZpracovani pro
inaktivaci popripadé pfitomnych infeké&nich agens.

Komplex podle vynalezu muZe byt vyroben tak, Ze se pro kom-
plexaci faktoru IX uvede jedna ze shora uvedenych, faktor IX
obsahujicich vodnych smési, které maji vodivost alesponn 30 mS,
vyhodné v rozmezi 60 aZ 120 mS, do kontaktu s nosicdem na bazi
polymeru s hydrofobnimi skupinami, vznikly komplex se popripadé
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promyje a popripadé se inaktivuji popripadé pfitomné infekéni
sloZky. Podle vynalezu se tedy faktor IX obohacuje technikou
hydrofobni chromatografie. Vyhodné se tvorba komplexu provadi za
pritomnosti detergentu.

Dadle se vynalez tyka farmaceutickych preparati, obsahujicich
sraZeci faktor IX.

Komplex podle vyndlezu miZe byt ddle pouZit pro ziskavani
monoklondlnich nebo polyklonalnich protilatek, které jsou sméro-
vany proti faktoru IX.

Priklady provedeni vynalezu
Priklad 1

Z 10 litrd lidské krevni plasmy se ziskd metodou podle Brum-
melhuise (Methods ob Plasma Protein Fractionation, ed. JM Cur-
ling, str. 117, Acad. Press. 1980) prothrombinovy komplex (krevni
srazeci faktory II, VII, IX a X) adsorpci na DEAE-Sephadexu.
50 ml prothrombinového komplexu (3 669 m.j. faktoru II, 2 858 m.j
faktoru IX a 2 734 m.j. faktoru X) se diafiltruje aby se dosahlo
sloZeni pufru A (1 000 mM Nacl, 15 mM citrat sodny, pH = 7), pri-
¢emZz vodivost je v rozmezi 60 aZ 120 mS.

Sloupec 30 ml hydrofilniho polymeru s butyl-skupinami
/Fractogel TSK-Butyl/Merck, Darmstadt// se ekvilibruje 100 ml
pufru A a prothrombinovy komplex se nanese prutokovou rychlosti
360 ml/h. Po promyti impregnovaného gelu 350 ml pifru A se eluuje
frakce, obsahujici faktor IX 180 ml pufru B/400 mM NacCl/.

Vytézek faktoru IX éini asi 76 % vychozi aktivity. Specific-
ka aktivita faktoru 1IX ¢ini 19,7 m.j. faktoru IX/mg proteinu.
Faktory II a X vykazovaly aktivitu niZsi neZ 20 % vychozi aktivi-
ty.

Priklad 2

50 ml prothrombinového komplexu se chromatografuje analogic-
ky prikladu 1. Jako material sloupce se vSak pouZije 45 ml metha-
krylatového polymeru s fenylskupinami /Toyopearl Phenyl 650 M
/TOSO HAAS, Stuttgart//, ktery byl ekvilibrovdn s 1,4 M siranem
amonnym. Eluce faktoru IX se provadi 0,2M siranem amonnym.

Vytézek faktoru IX ¢ini 48 % vychozi aktivity a specificka
aktivita ¢éini 27,2 m.j. faktoru IX/mg proteinu.

Priklad 3

150 ml prothrombinového komplexu se_predcisti pomoci dex-
transulfatu /Miletich a spol., Analytical Biochemistry 105,
304/1980//. 20 ml eluatu /912 m.j. faktoru IX, 160 m.j. faktoru
X/ se analogicky prikladu 1 nanese na sloupec 20 ml agarosového
polymeru s oktylskupinami /Octyl-Sepharose~CL-4B/PHARMACIA,
Svédsko//. Sloupec se predtim ekvilibruje 80 ml pufru A. Po pro-
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: myt@ @mpregnovaného gelu 120 ml pufru A se eluuje faktor IX obsa-
hujici frakce 80 ml 250 molarniho roztoku NacCl.

VytézZek faktoru IX ¢ini asi 54 % vychozi aktivity. Specific-
ka aktivita je 186 m.j. faktoru IX/mg proteinu. Faktor X byl sto-
povy. :

Priklad 4

50 ml prothrombinového komplexu se déli analogicky prikladu
1 pomoci hydrofobni chromatografie. Bezprostfedné prfed nanesenim
na 35 ml hydrofilniho vinylpolymeru s butylskupinami /Fractogel
TSK-Butyl/ se prothrombinovy komplex navic zpracuje se 2 %
polyoxyethylen-20~-sorbitanmonooleidtem Tween 80 a 0,01 &% tri-/n-
-butyl/fosfatu podle v pat. spise US-A 4820805 popsaného zpusobu.

VytéZek faktoru IX ¢ini asi 83 % vychozi aktivity a speci-
ficka aktivita ¢éini 24,1 m.j. faktoru IX/mg proteinu.

Priklad S

Pro inaktivaci eventudlnich puvodci chorocb se 2 g lyofilizo-
vaného prothrombinového komplexu zahrivaji zplsobem podle pat.
spisu EP-A-0159311 10 hodin dlouho na 60 °C za zvySeni parcialni-
ho tlaku vodni pary. Nakonec se provede hydrofobni chromatografie
na 20 ml agarozového polymeru s oktylskupinami /Octlyl-Sepharose-
CL-4B/.

Vytézek faktoru IX ¢ini asi 63 % vychozi aktivity. Specific-
ka aktivita ¢ini 32 m.j. faktoru IX/mg proteinu.

PATENTOVE NAROKY

1. Komplex srdZeciho faktoru IX a nosiée, vy znacéuijici
s e t im, 2e je tvofeny nosiéem na bazi polymeru s hydro-
fobnimi skupinami, na ktery je selektivné navazan faktor IX
z vodné smési, obsahujici vedle faktoru IX jesté alespon jeden
plasmozymogen a/nebo na vitaminu K zavisly protein.

2. Komplex podle ndroku 1, vyznadc¢uijici s e tim,
Ze na vitaminu K zavisly protien je zvoleny ze skupiny zahrnu-
jici protein C, protein S nebo faktory II, VII a X.

3. Komplex podle naroku 1 a 2, vyznac¢éuijici S e
t im, 2Ze faktor IX je navazdn 2z vodné smési, ktera obsahuje
prothrombinovy komplex.

4. Komplex podle naroki 1 azZ 3, vyznadéuijici s e
t im, 2Ze obsahuje faktor IX v alespon pétindsobné aktivité
vzhledem k jinému, na vitaminu K zavislému proteinu.
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Komplex podle naroki 1 azZ 4, vyznacéujici s e
t im, 2e se pouZije pro vyrobu farmaceutickych preparatu,
obsahujicich srazZeci faktor IX.

Zpisob vyroby komplexu podle naroki 1 az 4, vyznadéu-
jici s e t im, Ze se vodna smés podle naroku 1 az 4,
kterd ma vodivost nejméné 30 mS, vyhodné 60 aZ 120 mS, uvede
pro komplexaci faktoru IX do kontaktu s nosic¢em na bazi poly-
meru s hydrofobnimi skupinami a vytvoreny komplex se promyje.

Zpusob podle ndroku 6, vy znacdujici se tim,
2e se vytvoreny komplex ve vlhkém stavu tepelné zpracuje
k inaktivaci popripadé pritomnych infekénich agens.

Zpusob podle naroku 6 a 7, vyznacédujici S e
t i m, 2e se tvorba komplexu provadi za pritomnosti anionic-
kych, kationickych nebo neionickych povrchové aktivnich latek,
obsahujicich alespon jednu hydrofilni a jednu hydrofobni sku-
pinu.

Farmaceuticky preparat pro aplikaci pri nedostatku faktoru IX,
popripadé pfi hemofilii, vy znacéujici s e tim,
2e obsahuje sraZeci faktor IX, eluovany z komplexu podle naro-
ka 1 az 4.

10.Pouziti komplexu podle ndaroku 1 aZ 4 pro ziskani monoklondal-

nich nebo polyklondlnich protilatek, které jsou smérovany pro-
ti faktoru IX.

Konec dokumentu
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