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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til
fremstilling af et koagulationsaktivt kompleks af et N-
terminalt fragment af faktor VIII med en molvagt pad 92-
210 kD og et C-terminalt fragment af faktor VIII med en
molvagt pad 80-70 kD, idet enkelte af de naturligt fore-
kommende aminosyrer i det ene eller begge fragmenter om

¢nsket kan vare udeladt eller udskiftet med andre amino-

syrer.

Faktor VIII er et i blod naturligt forekommende protein.
Det deltager som hjalpefaktor under omdannelsen af FX til
aktiveret FX (FXa). Tilstedevarelse af FVIII g¢ger hastig-
heden af FXa-dannelsen ca. 200.000 gange (Dieijen et al.,
J. Biol. Chem. 156, p. 3433, 1981). Mangel pd FVIII (He-
mofili A) giver sig udtrykt i ukontrollerede blgdninger.

FVIII's rolle i koagulationskaskaden fremgar af fe¢lgende

skema:

FX
hjazlpefaktorer:
FIXa
FVIII
Ca2+
Phospholid 4
FXa

FVIII kan aktiveres af thrombin eller FXa og inaktiveres

af thrombin, FXa eller protein C.

Hemofili A patienter kan behandles med FVIII praparater,
enten profylaktisk eller akut ved ble¢dninger.
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FVIII kan udvindes af blodplasma, hvori ca. 1 ppm af pro-
teinet er FVIII. Ved denne metode kan der kun opnds be-~
gransede mzngder af FVIII, og det er derfor ¢nskeligt at
fremstille FVIII biosyntetisk i cellekultur. Dette er
lykkedes for 3 forskergrupper (Wood et al, Nature 312, p.
330, 1984 - Toole et al, Nature 312, p. 342, 1984 -
Truet et al, DNA 4, p. 333, 1985).

I cellekultur kan der produceres 2 mg fremmed protein/ml,
hvilket for FVIII ville svare til 20.000 enh/ml. Dette
niveau overstiger langt, hvad der i litteraturen er be-
skrevet for FVIII. En af arsagerne hertil er, at FVIII er
et meget stort protein med en molekylvagt pa ca. 330 kD
(Vehar et al, Nature 312, p. 337, 1984).

FVIII oprenset fra blodplasma eller fra cellekultur om-
fatter et fragment, kaldet faktor VIII let kade eller
FVIII-LC med en molekylvagt pa ca. 80 kD, og et fragment,
kaldet faktor VIII tung kade, eller FVIII-HC med molekyl-
vagt fra 92 til 210 kD. Fragmenterne opstar ud fra 330 kD
proteinet ved proteolytisk nedbrydning, saledes at 80 kD-
FVIII-LC er det C-terminale fragment, mens FVIII-HC er
det N-terminale fragment, hvis st¢rrelse afhanger af ned-
brydningsgraden.

Det er sdledes kendt, at der i koagulationsaktivt FVIII
indgdr et 80 kD fragment og et fragment med molekylvagt
pd 92 kD eller mere (Fulcher og Zimmerman, Symposium on
FVIII, Scripps Clinic, 1982).

DK patentans¢gning nr. 1749/84 angar en fremgangsmade til
fremstilling af et faktor VIII:C-koaguleringsmiddel, der
angives at bestd af fragmenter af faktor VIII med for-
skellige molekylvagte i omrddet 71.000 til 92.000. Selv
om disse fragmenter benavnes "FVIII:C-koaguleringsmid-
del", har det dog vist sig, at de enkelte fragmenter er

inaktive.
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Senere unders¢gelser, som ligger til grund for den fore-
liggende opfindelse, har imidlertid vist, at det kun er
komplekset HC-LC, forbundet med en Ca2+—bro, der er ak-
tivt. SA snart denne bro er brudt, er der ikke langere

nogen aktivitet til stede.

Opfindelsen har til formdl at genskabe broer mellem HC og
LC for dermed at opnad et koagulationsaktivt kompleks.

Det ville vere en fordel at fremstille FVIII ud fra min-
dre fragmenter, hvis disse fragmenter in vitro kunne sam-
mensattes til koagulationsaktivt FVIII. P4 grund af frag-
menternes mindre ste¢rrelse i forhold til intakt FVIII,
ville de lettere kunne fremstilles biosyntetisk i store
mengder. Desuden ville fremstillingen af fragmenter af
FVIII vare fordelagtig af hensyn til en efterfgplgende op-
rensning fra cellekultur, idet produktet skifter ladning
og molekylvagt ved kompleksdannelsen. Da man sdledes bade
kan rense fragmenterne og komplekset, er der mulighed for

at opnd et renere slutprodukt.

Det har ved fors¢g vist sig, at man ikke ved simpel sam-
menblanding af fragmenterne er i stand til at opné koagu-
lationsaktive produkter. Der er heller ikke i litteratu-
ren beskrevet metoder eller betingelser, hvorved fragmen-
ter af FVIII kan omdannes til et koagulationsaktivt kom-

pleks.

Den foreliggende opfindelse er baseret p& den opdagelse,
at der opstar et koagulationsaktivt kompleks, nar en koa-
gulationsinaktiv FVIII-tung kade (FVIII-HC, N-terminalt
fragment) bringes til at reagere med en koagulationsinak-
tiv FVIII-let kade (FVIII-LC, C-terminal fragment) i nar-
var af et kompleksfremmende middel. Dette er ganske over-
raskende, idet der i litteraturen er omtalt oprensning af
FVIII-ILC og FVIII-HC, jvf. DK patentans¢gning nr.
5387/85, uden at der er rapporteret forspg pa aktivitets-
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skabende sammenblanding. Dette pad trods af at aktivitets-
dannelse ved sammenblanding kunne have stor teoretisk og

praktisk betydning.

Burke et al (Abstract 14 p. 111l. Research in Clipic and
Laboratory 16, 1986) har varet i stand til at fremstille
koagulationsaktivt FVIII in vivo med celler, der var
transfekteret med DNA for bade FVIII-LC og FVIII-HC. Det
har imidlertid ikke veret muligt at fa koagulationsaktiv-
itet ved at sammenblande kultursupernatanter med indhold
af henholdsvis FVIII-LC og FVIII-HC, selv om forskellige
betingelser er blevet fors¢gt.

FVIII-LC kan oprenses fra humant plasma og er uden koagu-
lationsaktivitet (se WO 86/02838). Ligeledes kan FVIII-HC
fragmenter oprenses fra blodplasma (Truett et al., DNA 4,
p. 333, 1985). Disse fragmenter er ligeledes uden koagu-
lationsaktivitet.

Som kompleksfremmende middel anvendes ifglge opfindelsen
fortrinsvis en eller flere divalente metalioner. Eksem-
pler pd egnede midler af denne art er Mn2+, Ca2+ og C02+.
Andre egnede kompleksfremmende midler er FIXa og FX samt
stoffer med reaktivitet over for R-SH og/eller R-S-S-R
forbindelser. Om ¢nsket kan der anvendes en blanding af

disse midler.

DEFINITIONER

Ved FVIII-LC eller FVIII let kade forstds fragment fra
det C-terminale domzne af fuld langde FVIII. Molekylvag-
ten af fragmentet er typisk ca. 80 kD, men kan vare 70 kD
eller mindre. Fragmentet med molekylvegten 80 kD har im-
munologisk reaktivitet i det beskrevne assay for FVIII-LC
antigen, men ikke i assay for FVIII-HC antigen.
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Ved FVIII-HC eller FVIII tung kade forstas fragment fra
det N-terminal domazne af fuld langde FVIII. Molekylvagten
af fragmentet er typisk 92 kD, men kan vere mindre og oOp
til 210 kD. FVIII-HC oprenset fra plasma bestdr af en
blanding med molekylvaegt 92 til 210 kD. Fragmenter med
molekylvagt sterre end eller lig med 92 kD har immunolo-
gisk reaktivitet i det beskrevne assay for FVIII-HC anti-
gen, men ikke i assay for FVIII-LC antigen.

Ved koagulationsaktivt FVIII forstds et protein, der er i
stand til at forkorte koagulationstiden af hemofili A
plasma i koagulationsassay. Koagulationsaktivt FVIII er
desuden i stand til i Coatest assay (jvf. nedenfor) at
fremme dannelsen af FXa og dermed omdanne det kromogene
substrat. Koagulationsaktivitet angives som FVIII:C.

Ved prothrombin-kompleks forstas koagulationsfaktorer in-
deholdende r-carboxyglutaminsyre, dvs. FII, FVII, FIX, FX
protein C eller aktiverede former af disse koagulations-
faktorer (Davie et al. Advances in enzymology 48 p. 277,

1979).
METODER

Coatest-assay for FVIII:C

Ved denne analyse mdles FVIII:C i et system bestdende af
FIXa, FX, Ca2+ og phospholipid (PL) (Rosen et al, Thromb
Haemostas 54 p. 818, 1985). Der dannes FXa i en mangde,
der afhaznger af FVIII:C-mangden. Assayet udfgres som an-

givet nedenfor:
Coatest-assay for FVIII:C

1. 50 ul preve tilsattes 50 ul aktiveringsreagens (blan-
ding af FIXa/FX og PL). Inkubationstid 10 min, 22 °C.
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2. Der tilsattes 25 ul 25 mM CaCl2 og blandingen inkube-
res i 20 min ved 22 °C.

3. Der tilsattes 50 sl chromogent substrat for FXa
(82222).

4, Efter inkubation i 15 min tilsattes citronsyre, og

E af pr¢ven afleses.

405
I Coatest analysen er det ikke muligt at f¢lge en enzyma-
tisk aktivering af FVIII, idet FVIII under analysen akti-

veres fuldt ud ved inkubation med FIXa/FX, PL og Ca2+.

Immunologisk kvantisering af FVIII-LC

FVIII-LC antigen (Ag) mdles i specifikt immunoassay
(Nordfang et al, Thromb Haemostas 53, p. 346, 1985).
Human inhibitor antistof coates til mikroplader, pr¢ve
tilsattes, og bundet FVIII-LC detekteres med per-
oxidasemzrket F(ab')2 fragment af human inhibitor IgG.
Som standard anvendes normal human plasma.

Immunologisk kvantisering af FVIII-HC

FVIII-HC antigen (Ag) mdles i specifikt inhibitions as-
say. Hunde inhibitor antistof coates til mikroplader med
lgse br¢nde. Pr¢ve og 1251—merket FVIII-HC tilsattes.
Mzngden af FVIII-HC i pr¢ve bestemmer mangden af bundet
125I—FVIII-HC. Som standard anvendes FVIII koncentrat
(FVIII Nordisk), der er sat til at indeholde 1 FVIII-HC

enhed pr. FVIII:C enhed.

Mzngden af FVIII-LC og FVIII-HC bestemt ved immunassay er
relativt angivet. Dvs. at forholdet mellem FVIII:C enh,
FVIII-LCAg enh. og FVIII-HCAg enh. for forskellige typer
FVIII ikke er 1:1:1. Det antages imidlertid, at enheder
for de forskellige assay er sammenlignelige, men der kan
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dog vere en vis forskel pa VIII:C enh, FVIII-LCAg enh. og
FVIII-HCAg enh. for en FVIII pro¢ve, hvor alt protein er

koagulationsaktivt i Coatest.

Bestemmelse af molekylvagt

Molekylvagt er bestemt ved reduceret SDS-PAGE (Laemmli,
Nature 227 p. 680, 1970).

Fremstilling af FVIII

FVIII pr¢ve til kontrolforsgg blev fremstillet fra FVIII
koncentrat (se W084,/03628) ved affinitetschromatografi pa
Sepharose med anti von Willebrand faktor fra ged (Truett

et al, DNA 4 p. 333, 1985).

Fremstilling af FVIII-LC (prgve A)

FVIII-LC kan oprenses fra blodplasma ved flere metoder
sasom beskrevet i WO 86/02838. Her er anvendt hpjkoncen-~
treret FVIII-LC, isoleret ved affinitetschromatografi pa
monoklonal 47 IgG af Nordiocto, fremstillet som angivet
af 0. Nordfang et al: Thrombosis and Haemostasis, Vol.
54, p:586-590, 1985. Nordiocto, oplgst i 200 ml buffer A
(0,02 M imidazol, 0,15 M NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,4) til en
koncentration af VIII-LCAg pa 110 enh/ml, blev inkuberet
over natten med 7 ml 47 IgG-sepharose (koblet med 9 mg
IgG/ml). Inkubationsblandingen blev haldt pad s¢jle og
gennemlgbet opsamlet. Gelen blev vasket med 40 ml buffer
A og 40 ml buffer A med ialt 0,65 M NaCl. FVIII-LC blev
elueret med 40 ml 20 mM imidazol/0,65 M NaCl/10 mM
EDTA/50% ethylenglycol/pH 7,4. En topfraktion pa 4 ml
blev dialyseret til 50 mM imidazol/0,15 M NaCl/10% glyce-
rol/0,02% NaN3/pH 7,4. Den dialyserede progves indhold af
FVIII-komponenter fremgadr af tabel 1.



10

15

20

25

30

35

DK 163833 B

Fremstilling af FVIII-HC (pr¢ve B)

FVIII-HC er fremstillet fra FVIII pr¢gve ved affinitets-
chromatografi p& monoklonal 56 IgG-Sepharose, fremstillet
som angivet af 0. Nordfang et al : Thrombosis and Haemo-
stasis, Vol. 54, p.: 586-590, 1985, 56 IgG-Sepharose bin-
der FVIII-LC/FVIII-HC komplekset wvia FVIII-LC. 25 ml
FVIII prove med et indhold pa 405 FVIII-HCAg enh/ml blev
inkuberet over natten med 1,5 ml 56 IgG-Sepharose (koblet
med 4 mg 56 IgG/ml). Inkubationsblandingen blev hazldt pa
spjle og gennemlgbet opsamlet. Gelen blev vasket med 5 ml
buffer B (20 mM imidazol/0,15 M NaCl/10% glycerol/0,1 M
lysin/pH 7,4) indeholdende 0,35 M NaClz. Dernast blev ge-
len vasket med 15 ml buffer B med et totalindhold af NaCl
pd 0,65 M efterfulgt af 5 ml buffer B med 10 mM EDTA og
0,02% NaN3 (EDTA-buffer). Gelen blev draznet og inkuberede
1 time ved stuetemperatur med EDTA buffer. Efter inkuba-
tion blev FVIII-HC elueret med 5 ml EDTA buffer. En top-
fraktion pd 2 ml blev dialyseret til 50 mM imidazol/0,15
M NaCl/10% glycerol/0,02% NaN3/pH 7,4. Den dialyserede
prgoves indhold af FVIII-komponenter fremgdr af tabel 1.

TABEL 1

FVIII-fragmenter i dialyseret FVIII-LC pr¢ve og FVIII-HC

prove.
FVIII:C FVIII-LCAg FVIII-HCAg
enh/ml enh/ml enh/ml
FVIII-LC (prove A) <0,01 770 1,8
FVIII-HC (pr¢ve B) <0,01 0,1 2000

Prgve A og B er analyseret ved SDS-PAGE, jvf. tegningen,
hvor
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Spor 1 svarer til prgve A (FVIII-LC) 4 FVIII-LCAg enh,

Spor 2 er molekylvagtsmarke¢rer, Og
Spor 3 svarer til prgve B (FVIII-HC) 8 FVIII-HCAg enh.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen illustreres i det ef-
terfg¢lgende ved hjzlp af nogle udf¢prelseseksempler.

EKSEMPEL 1

Pr¢ve A og B blev hver isar fortyndet 10 gange i buffer C
(50 mM imidazol, 0,15 M NaCl, 0,1% BSA, pH 7,4). 20 ul A
(fortyndet 1:10) blev blandet med 20 »1 B 1/10, 3 ul 0,15
M MnCl2 og 40 ul buffer C. Efter 48 timers inkubation ved
22 °C indholdt inkubationsblandingen 1200 m enh
VIII:C/ml, malt ved Coatest.

Til sammenligning er udfe¢rt fgplgende forsegg

Fors¢g A:

Forsgget blev gentaget som beskrevet i eksemplet med den
#ndring, at der blev 3 ul buffer C i stedet for 3 ul 0,15
M MnClz. Efter 48 timers inkubation ved 22 °C indeholdt
denne inkubationsblanding mindre end 5 m enh VIII:C/ml

malt ved Coatest.

Fors¢g B:

Prgve A blev fortyndet 40 gange i buffer C. 80 ul A (for-
tyndet 1:40) blev blandet med 3 ul 0,15 M MnClz. Efter 48
timers inkubation indeholdt inkubationsblandingen mindre
end 5 enh VIII:C/ml. Tilsvarende indeholdt inkubations-
blanding med pr¢ve B mindre end 5 m enh VIII:C/ml.
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Forsgg C:

80 ul FVIII prgve fortyndet 1000 gange i buffer C blev
blandet med 3 ul 0,15 M MnClz. Efter 48 timers inkubation
blev der mdlt 170 m enh VIII:C/ml. 80 ul FVIII pro¢ve for-
tyndet 1000 gange i buffer C, blev blandet med 3 ul buf-
fer C. Efter 48 timers inkubation blev der mdlt 140 m enh
FVIII:C/ml.

EKSEMPEL 2

Prgve A og B blev hver iszr fortyndet 10 gange i buffer
C. 20 ul A 1/10 blev blandet med 20 ul B (fortyndet
1:10), 3 ul 2,2 M CaCl2 og 40 ul buffer C. Efter 12 d¢gns
inkubation ved 22 °C indeholdt inkubationsblandingen 1300
m enh VIII:C/ml.

Til sammenligning er udf¢rt fglgende forseg:

Forsgget blev gentaget som beskrevet ovenfor, men med den
endring, at der blev tilsat 3 ul buffer C i stedet for 3
pl 2,2 M CaClz. Efter 12 d¢gns inkubation ved 22 °C inde-
holdt inkubationsblandingen mindre end 5 m enh VIII:C/ml.

EKSEMPEL 3

Pr¢ve A og B blev hver isar fortyndet 100 gange i buffer
C. 100 ul A og 100 ul B blev blandet. 50 rl af blandingen
blev testet i Coatest som angivet ovenfor. Der blev malt
1,5 m enh/ml i blandingen. 50 ul af blandingen blev des-
uden testet i modificeret Coatest med 1 times prainkuba-
tion med FIXa/FX f¢r tilsaztning af PL. Dermed steg
Coatest aktiviteten til 3,0 m enh/ml.
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Til sammenligning er udf¢rt fglgende forseg:

FVIII pr¢ve blev fortyndet 30.000 gange i buffer C. 50 ul
fortyndet pr¢ve blev testet i Coatest som angivet oven-
for. Der blev malt 3,4 m enh/ml. 50 sl af den fortyndede
VIII:C pro¢ve blev desuden testet i modificeret Coatest
med 1 times prainkubation med FIXa/FX for tilsetning af
PL. Dermed blev der m&lt 3,8 m enh/ml for den fortyndede

FVIII prove.

EKSEMPEL 4

Ved udfg¢relse af forspg som angivet i eksempel 1, maltes
efter 24 timers inkubation 1000 m enh VIII:C/ml. Ved til-

setning af 40 ul FIXa/FX i stedet for 40 ul buffer C,
blev der malt 1600 m enh/ml efter 24 timers inkubation.

Til sammenligning er udf¢rt fg¢lgende forseg:

Forsgget blev udfgrt som beskrevet i eksempel 1, f¢rste
sammenligningsforsg¢g. Efter 24 timers inkubation blev der
malt mindre end 5 m enh/ml i inkubationsblandingen.

Endnu et sammenligningsforsg¢g blev udf¢grt sdledes:

40 ul FVIII pre¢ve fortyndet 500 gange i buffer C blev
blandet med 40 ul FIXa/FX og 3 ul 0,15 M Mn2+. Efter 24
timers inkubation blev der m&lt 120 m enh/ml. Ved at er-
statte 40 ul FIXa/FX med 40 ul buffer C blev der malt 170
m enh/ml. Ved derudover at erstatte de 3 ul 0,15 M Mn2+

med 3 ul buffer C, blev der malt 140 m enh/ml

EKSEMPEL 5

Pr¢gve A og B blev hver for sig fortyndet 20 gange i
buffer C. 20 ul A 1/20 blev blandet med 20 ul B 1/20, 40
ul FIXa/FX og 3 ul 0,15 M CaClz. Efter 4 timers inkuba-
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tion ved 22 °C indeholdt blandingen 199 m enh FVIII:C/ml.
Hvis FIXa/FX i blandingen blev erstattet med 40 ul buffer
C, blev der mdlt 43 m enh FVIII:C/ml efter 4 timers inku-

bation.

EKSEMPEL 6

Prgver af FVIII-LC og FVIII-HC indeholdende henholdsvis
800 enh FVIII-LC:Ag/ml og 850 enh FVIII-HC:Ag/ml blev

hver fortyndet 3 gange. 20 ul FVIII-LC 1/3 blev blandet
2+

med 20 sl FVIII-HC 1/3 og 10 sl Me™ . I blanding A var
Me2+ 25 mM Mn2+. I blanding B var Me2+ 250 mM Ca2+, og i
2+ 2+ 2+

blanding C var Me 25 mM Mn og 250 mM Ca™ . Efter 24
timers inkubation indeholdt blandingen A 10,3 enh
FVIII:C/ml, blanding B indeholdt 4,0 enh, og blanding C
indeholdt 12,9 enh FVIII:C/ml. Efter 144 timers inkuba-
tion indeholdt blandingerne A, B og C henholdsvis 6,6
enh, 6,5 enh og 11,9 enh FVIII:C/ml.

EKSEMPEL 7

COS-Celler blev transficeret med plasmid pSVF8-80, der
udtrykker 80 kD kade, jvf. DK-ans. 0428/87. Supernatant
fra kulturen indeholdende 870 m enh FVIII-LC:Ag/ml blev
tilfe¢rt plasma-renset FVIII-HC til en slutkoncentration
pd 20 FVIII-HC:Ag enh/ml og an
pd 5 mM. Efter 24 timers inkubation ved 22 °C indeholdt
blandingen 137 mU FVIII:C/ml. Nar plasma-renset FVIII-LC
ved en koncentration pd 1000 m enh FVIII-LC:Ag/ml pa
tilsvarende méde blev tilf¢rt FVIII-HC og Mn2+, indeholdt
den inkuberede blanding 33 m enh FVIII:C/ml efter 24
timers inkubation. N&r der til kultursupernatanten kun

sattes Mn2+ og ikke FVIII-HC, indeholdt blandingen efter

*+ til en slutkoncentration

inkubation i 24 timer mindre end 2,5 m enh FVIII:C/ml.
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EKSEMPEL 8

24 ul FVIII-LC blev i buffer C blandet med 25 ul FVIII-
He, 7 ul MnCl2 og 10 ul redoxmiddel, saledes at der blev
opnaet slutkoncentrationer af de enkelte komponenter, som
angivet i tabel 2. FVIII:C blev malt efter 5 timers inku-

bation ved 20 °C.

TABEL 2

Rekombination af FVIII-LC og FVIII-HC i tilstedevarelse

af redoxmiddel.

FVIII-LC:Ag FVIII:HC:AG mM Redox- % FVIII:C i
enh/ml enh/ml MnCl2 middel forh. til
FVIII-LC:Ag
efter 5 t.
11 11 5 intet 4,9
11 11 5 15 uM DTT 16,8
11 11 5 150 «M ME 18,8
11 11 5 30 uM Cys 17,4
11 112 5 15 uM Cys 68,8
11 11 0 intet <0,5

ved de angivne koncentrationer af DDT (dithiotreitol), ME
(mercaptoethanol) og Cys (Cystein) findes i vandig buffer
en ligevagt mellem oxiderende og reducerende form.

EKSEMPEL 9

FVIII-HC blev fremstillet som beskrevet ovenfor og med
den modifikation, at EDTA elueringsbuffer samt dialyse-
buffer blev tilsat 50 um mercaptoethanol. Efter fortyn-
ding blev rekombination med FVIII-HC prover udfert ved 20
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timers inkubation i buffer C ved stuetemperatur med til-
setning af mercaptoethanol til 35 uM, MnCl2 til 5 mM og
FVIII-LC til 22 FVIII-LC:Ag enh/ml.

Tabel 3 viser rekombination med de to typer FVIII-HC pro¢-

ver.
TABEL 3
FVIII-HC FVIII-HC:Ag % FVIII:C

enh/ml i re- i forh. til
kombinations~ FVIII-HC:Ag
blanding efter 20 t.

Prgove 1, fremstillet som

ovenfor beskrevet 2,59 31

Prove 2, fremstillet som

ovenfor beskrvet 3,31 27

Prgove 3, fremstillet med

ME som angivet i dette

eksempel 3,00 89

EKSEMPEL 10

Inkubationsblanding med fplgende sammensatning blev frem-
stillet i buffer C ud fra separerede FVIII fragmenter: 60
enh/ml. FVIII-LC, 60 enh/ml FVIII-HC, 50 mM CaCl 2
enh/ml FX.

2’

Efter 20 timers inkubation ved stuetemperatur blev der
malt 6,9 FVIII:C enh/ml. I tilsvarende inkubationsblan-
ding uden FX blev der efter 20 timers inkubation ved 20
°C madlt 0,59 FVIII:C enh/ml.
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Patentkravwv:

1. Fremgangsmade til fremstilling af et koagulationsak-
tivt kompleks af et N-terminalt fragment af faktor VIII
med en molvagt pa 92-210 kD og et C-terminalt fragment af
faktor VIII med en molvagt pd 80-70 kD, idet enkelte af
de naturligt forekommende aminosyrer i det ene eller beg-
ge fragmenter om gnsket kan vare udeladt eller udskiftet
med andre aminosyrer, kende tegne t ved, at de to
fragmenter bringes til at reagere indbyrdes i nerver af

et kompleksfremmende middel.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet
ved, at det N-terminale fragment er en tung kade med en
molvagt p& ca. 92 kD, og at det C~terminale fragment er
en let kade med en molvagt pd ca. 80 kD.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet
ved, at en eller flere cys-aminosyrer i mindst et af

fragmenterne er udskiftet med serin.

4. Fremgangsmdde ifplge krav 3, k e n detegnet
ved, at fragmentet med molekylvagten 92-210 kD eller
fragmentet med molekylvagten 80-70 kD eller begge frag-
menter er behandlet med et stof med reaktivtet over for

forbindelser indeholdende gruppen -SH og/eller -S-S.

5. Fremgangsmade ifglge krav 4, k e n detegnet
ved, at et eller begge fragmenter er biosyntetisk frem-

stillet.

6. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1-5, ken -
detegnetved at det kompleksfremmende middel er

en eller flere divalente metalioner.
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7. Fremgangsmade ifglge krav 6, Kk en de t egnet
ved, at det kompleksfremmende middel er Mn2+, Ca2+ eller

C02+.

8. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-5, k e n -
de tegne t ved, at det kompleksfremmende middel er
en blanding af en divalent metalion og en komponent af
prothrombin-komplekset, fortrinsvis FX.

9. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-5, ke n -
detegne t ved, at det kompleksfremmende middel er
en blanding af en divalent metalion og en eller flere af
komponenterne FIX, FIXa, FX eller FXa.

10. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-5, k e n -
detegne t ved, at det kompleksfremmende middel er
von Willebrand Faktor.

11. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-5, k e n -
detegne tved at det kompleksfremmende middel er
et stof med reaktivitet over for forbindelser indeholden-

de gruppen ~-SH og/eller -S-S.

12. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-5, k e n -
detegne t ved at det kompleksfremmende middel er
en blanding af en divalent metalion og et stof med reak-
tivitet over for forbindelser indeholdende gruppen -SH
og/eller -S-S.

13. Fremgangsmade ifplge krav 11, kende tegnet
ved, at det kompleksfremmende middel er et proteinkonden-
seringsreagens, sdsom glutaraldehyd, hydrazin, bisepooxi-
raner, epichlorhydrin, divinylsulfon, benzoquinon, carbo-

nyldiimidazol eller carbodiimid.
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