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Zpusob izolace srdzeciho faktoru IX
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Anotace:

Redeni se tyka zplsobu izolace sraZeciho fakto-
ru IX pro vyrobu farmaceutického preparétu,
obsahujiciho sréZeci faktor IX, jehoZ podstata
spoéiva v tom, Ze se

-plazma nebo frakce plazmy, obsahujicf faktor
IX, podrobi aniontovyménné chromatografli,
-navazany faktor IX se eluuje,

-eluovany faktor IX se podrobi za pritomnosti
detergentu aniontovyménné chromatografi,
-navazany faktor IX se eluuje,

-v eluitu, obsahujicim faktor IX, se inaktivujf
poptipadé pfftomna infekén{ agens a
-hydrofobni chromatografli se oddélf faktor IX a
tento se zpracuje na farmaceuticky preparat.
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Zpusob izolace sraZeciho faktoru IX pro vyrobu farmaceutického
preparatu

Oblast techniky

Vynalez se tykd zpusobu izolace sraZeciho faktoru 1IX pro
vyrobu farmaceutického preparatu, ktery obsahuje srazeci faktor
IX.

Dosavadni stav techniky

Srazeci faktor IX se pouziva pri substituéni 1éc¢bé pacientt,
trpicich hemofilii B. Tato krevni choroba je vysledkem nedostatku
faktoru IX.

K substituéni 1é¢bé se uzivaji koncentraty faktoru IX, které
navic obsahuji srazZeci faktory II, VII, IX a X /prothrombinovy
komplex/. Takové koncentraty, obsahujici sraZeci faktory, patfi
k faktorim, =zAavislym na vitaminu K a jsou sdruZeny na zakladée
jejich podobné stavby. Pro osoby, trpici krvacenim, které jsou
postiZeny hemofilii B, vsSak znamend kazdé zavedeni jinych koagu-
laénich faktoru, nez je faktor IX, zatéZ. Proto je snaha pouzZit
v terapii koncentratu faktoru IX s jeho vysokym obsahem, alterna-
tivné ke kombinovanym preparatum.

Vychozim materialem pro vyrobu prepardati, obsahujicich
faktor IX, Jje lidskd plazma, ktera vsak obsahuje faktor IX jen
v malych mnoZstvich /4 pg/ml/. Pro ziskani faktoru IX musi byt
proto nejen zpracovano velké mnoZstvi plazmy, musi se ale také
oddélit rusici doprovodné proteiny tak, jak jen to je moZné. Toto
je ztizeno tim, Ze tyto doprovodné proteiny maji podobné
fyzikdlné-chemickeé vlastnosti.

Dals$i obtiZ spod¢iva v tom, Ze koneé¢ny produkt v pribéhu
zpracovani musi byt zbaven infekénich agens, protoZe vychozi ma-
terial maZe obsahovat napriklad viry hepatidy nebo HIV. Kazdy
stupen vyroby a kazda inaktivace viru se musi provadét tak, aby
se co nejvice zachovala biologicka aktivita faktoru IX. JiZ léta
jsou ¢inény pokusy nalézt zpusob, ktery by optimdlné splnoval
uvedené poZadavky.

Ziskani faktoru IX prfi soucasném sniZeni obsahu jinych
faktoria chromatografickymi zplsoby se dari prirozené tim lépe,
é¢im je vyména srdazeciho faktoru IX se staciondrni fédzi speci-
fictéjsi.

Pro vyrobu frakci, obsahujicich faktor IX, z vodnych smési,
obsahujicich faktory II, VII, IX a X, jsou znamy zpusoby iontovy-
ménné a afinitni chromatografie. Podle zpusobu, popsanych v DE-C
3914869, se ziskd frakce, obsahujici faktor IX na adsorbentu,
obsahujicim a-hydroxylaminoskupinu. Eluce adsorbovaného faktoru
IX se provadi zvysSenim koncentrace aminu nebo soli, coZ svédci
o iontové vazebné sile mezi faktorem IX a adsorbentem. Na zavér
tohoto prvniho stupné se provede chromatografie na matrici,
nesouci sulfatovany uhlohydrat.
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Zpusoby afinitni chromatografie vykazuji vysokou specifitu.
Faktor IX se adsorbuje na nosny material protilatkou nebo jinymi
skupinami s vysokou afinitou k faktoru IX, napr. heparin, promyje
se a eluuje. Napriklad se podle zpisobu v EP-A 317376 adsorbuje
faktor IX na imobilizovany heparin. Eluce faktoru IX se provadi
zvySenim koncentrace soli v pufru. Podobné plati pro protilatku
proti faktoru IX, jako je afinitni nosic.

V EP-A 229026 se adsorbuje faktor IX na imobilizovanou
protilatku a eluuje se gradientem soli. Problémem je, Ze pouzité
eluéni podminky disociuji nejen faktor IX, ale také heparin,
popripadé protilatku, které se proto vyskytuji v koneéném produk-
tu jako necistoty.

Dale je =znamo, Ze koncentrat srazZecich faktoru, obsahujici
faktory II, VII, IX a X, miZe byt chromatografii na hydrofobni
matrici zbaven virovych antigenu, pricemZz se antigen hydrofobné
vaZe na matrici, zatimco srazZeci faktory prochazeji matrici pri
zachovani jejich biologickych aktivit /J.Vir.Meth.,3, 213-228
/1981//.

Uloha vyndlezu spo¢ivd v nalezeni chromatografického zpuso-
bu, ktery nemd uvedené nevyhody a umoZnuje snadné ziskani faktoru
IX z vodné smési, kterda obsahuje jesté dalsi proteiny, zejména
plazmozymogen, nebo na vitaminu K 2avislé proteiny, a jeho zpra-
covani na farmaceuticky preparat

Podstata vynalezu

VysSe uvedeny ukol byl vyresen vypracovanim zpusobu, jehoZ
podstata spoc¢iva v tom, Ze se

- plazma nebo frakce plazmy, obsahujici faktor IX, podrobi
aniontovyménné chromatografii,

- navazany faktor IX se eluuje pri vodivosti, ktera je maximalné
o 20 % niZsi, neZ pri chromatografii,

- eluovany faktor IX se podrobi 2za pritomnosti detergentu,
vybraného ze skupiny, zahrnujici 2z anionickych tenzidG sulfa-
tovany oxyethylovany alkylfenol, sulfatovany lauryletheralko-
hol, dodecylbenzensulfondt sodny, 2-sulfoethyloleat sodny,
N-methyl-N-oleylethanolsulfondt sodny, dodecylsulfat sodny,
cholat sodny, deoxycholat sodny, dodecylsulfonat sodny
a dodecyl-N-sarconisat sodny; z kationickych tenzidd dodecyl-
dimethylbenzylamoniumchlorid, oxyethylované aminy, cetyltri-
ethylamoniumbromid, tetradecylamoniumbromid, dodecylpyrimidi-
niumchlorid a hexadecyltrimethylamoniumchlorid; 2z amfolytic-
kych tenzidd dodecyl-B-alanin, kyselinu N-dodecylaminoethan-
sulfonovou, palmitoyllysolecitin a dodecyl-N-betain, a z neio-
nickych tenzidu kondenzaty ethylenoxidu a propylenoxidu, oxy-
ethylovany alkylfenol, parcidlni estery mastnych kyselin
Ci12-22 a hexitol anhydridda, polyoxyethylované derivaty

parcidlnich esterd, ziskanych adici polyoxyethylenovych retéz-
cl na neesterifikované hydroxyly, polyoxyethylenové parcialni
estery mastnych kyselin a polyoxyethylenové ethery mastnych
alkoholu, aniontovyménné chromatografii,
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- navazany faktor IX se eluuje pri vodivosti, ktera je maximalné
0 20 % niZsi nez pri chromatografii,

- v eluatu, obsahujicim faktor 1IX, se inaktivuji eventualné
pritomnd infekéni agens a
- hydrofobni chromatografii se oddéli faktor IX

Vynadlez 3je zaloZen na poznani, Ze sraZeci faktor IX se
selektivné adsorbuje 2z vodného roztoku, ktery ma vysokou vodi-
vost, na matrici, majici hydrofobni vedlejsSi retézce, za pritom-
nosti plazmazymogenu nebo na vitaminu K zavislého proteinu. Toto
je prekvapujici, nebot uvedené proteiny maji podobné
fyzikdlné-chemické vlastnosti. Tato selektivni adsorpéni schop-
nost faktoru IX miZe byt pouzita k ziskani faktoru IX.

Eluce se provadi, jak je to béZné u hydrofobni chromatogra-

fie, pri nizsich vodivostech neZ adsorpce. Vyhodné se eluce pro-
vadi pri vodivosti, kterd je maximalné o 20 % nizZsi.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Z 10 1litrd 1lidské krevni plazmy se ziskd metodou podle
Brummelhuise /Methods of Plasma Protein Fractionation, ed. JM
Curling, str. 117, Acad. Prass. 1980/ prothrombinovy komplex
/krevni sraZzeci faktory 11, VII, IX a X/ adsorpci na
DEAE-Sephadexu. Po ml prothrombinového komplexu /3669 m.j. fakto-
ru IT, 2858 m.j. faktoru IX a 2734 m.j. faktoru X/ 1000 mM NacCl,
15 mM citrat sodny, PH 7/, pfric¢emZ vodivost je v rozmezi 60
- 120 mA.

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 pufru A se eluuje
frakce, obsahujici faktor IX 180 ml pufru B /400 mM NaCl/.

vytézek faktoru IX ¢ini asi 76 % vychozi aktivity. Specific-

k& aktivita faktoru IX ¢&ini 19,7 m.j. faktoru IX/mg proteinu.
Faktory II a X vykazovaly aktivitu niZ$i neZ 20 % vychozi aktivi-
ty.

Priklad 2

50 ml prothrombinového komplexu se chromatografuje analogic-
ky prikladu 1, jako materidl sloupce se vSak pouZije 45 ml
methakrylatového polymeru s fenylskupinami /Toyopearl Phenyl
650M/ TOSO HAAS, Stuttgart//, ktery byl ekvilibrovan s 1,4M sira-
nem amonnym. Eluce faktoru IX se provadi 0,2M siranem amonnym.

Vytézek faktoru IX ¢ini 48 % vychozi aktivity a specificka
aktivita &ini 27,2 m.j. faktoru IX/mg proteinu.
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Priklad 3

150 ml prothrombinového komplexu se predcisti pomoci
dextransulfatu /Miletech a spol., Analytical Biochemistry 105,
304 /1980//. 20 ml eluatu /912 m.j. faktoru IX, 160 m.j. faktoru
Y /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-
myti impregnovaného gelu 120 ml pufru A se eluuje faktor IX,
obsahujici frakce 80 ml 250 molarniho roztoku NacCl.

Vytézek faktoru IX ¢ini asi 54 % vychozi aktivity. Specific-
ka4 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. Bezprostredné pred nanesenim
na 35 ml hydrofilniho vinylpolymeru s butylskupinami /Fractogel
TSK-Butyl/ se prothrombinovy komplex navic zpracuje se 2 %
polyoxyethylen-20-sorbitanmonooledtem Tween 80 a 0,01 % tri-/n-
-butyl/fosfatu podle v 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. Faktor
X byl stopovy.

Priklad 4

50 ml prothrombinového komplexu se déli analogicky prikla-
du 1 pomoci hydrofobni chromatografie. Bezprostredné pred nanese-
nim na 35 ml hydrofilniho vinylpolymeru s butylskupinami
/Fractogel TSK-Butyl/ se prothrombinovy komplex navic zpracuje se
2 % polyoxyethylen-20-sorbitanmonooleatem Tween 80 a 0.01 %
tri-/n-butyl/fosfatu podle v US-A-4820805 popsaného zpusobu.

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

Priklad 5

Pro inaktivaci eventualnich pavodcd chorob se 2 g lyofilizo-
vaného prothrombinového komplexu zahrivaji zpasobem podle
EP-A-0159311 po dobu 10 hodin na 60 °C za zvysSeni parcialniho
tlaku vodni pary. Nakonec se provede hydrofobni chromatografie na
20 ml agarozového polymeru s oktylskupinami /Octlyl-Sepharose-CL-
-4B/.

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

Timto zpusobem ziskany pfipravek faktoru IX se muZe zpraco-

vat pomoci klasickych metod na farmaceuticky preparat faktoru IX,
ktery je oproti znamym preparatum podstatné zlepsSeny.

-4 -
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Ziskany pripravek faktoru IX se po eluci na Octyl-Sepharose-
-CL-4B dialyzuje proti pufru, obsahujicimu 10 mM TRIS a 150 mM
NaCl, nastavi se na 50 E faktor IX/ml, smisi se s heparinenm
a lyofilizuje se. Lyofilizovany preparat ije stabilni pri sklado-
vani a miZe se kdykoli pomoci vody pro injekce rekonstruovat na
farmaceuticky preparat faktoru IX, schopny okamZité aplikace.

PATENTOVE NAROKY

Zpusob izolace srazZeciho faktoru IX pro vyrobu farmaceutic-
kého preparatu, obsahujiciho sraZeci faktor IX, vyznadeéu-
jici s e tim, 2e se
- plazma nebo frakce plazmy, obsahujici faktor IX, podrobi

aniontovyménné chromatografii,

- navazany faktor IX se eluuje pri vodivosti, ktera je maximalné
o 20 % niZsi neZ pri chromatografii,

- eluovany faktor IX se podrobi =za pritomnosti detergentu,
vybraného ze skupiny, zahrnujici 2z anionickych tenzida sulfa-
tovany oxyethylovany alkylfenol, sulfatovany lauryletheralko-
hol, dodecylbenzensulfonat sodny, 2-sulfoethyloleat sodny,
N-methyl-N-oleylethanolsulfonat sodny, dodecylsulfat sodny,
cholat sodny, deoxycholat sodny, dodecylsulfonat sodny
a dodecyl-N-sarconisat sodny; z Kkationickych tenzidu dodecyl-
dimethylbenzylamoniumchlorid, oxyethylované aminy, cetyltri-
ethylamoniumbromid, tetradecylamoniumbromid, dodecylpyrimidi-
niumchlorid a hexadecyltrimethylamoniumchlorid; z amfolytic-
kych tenzidl dodecyl-B-alanin, kyselinu N-dodecylaminoethan-
sulfonovou, palmitoyllysolecitin a dodecyl-N-betain, a z neio-
nickych tenzidd kondenzaty ethylenoxidu a propylenoxidu,
oxyethylovany alkylfenol, parcidlni estery mastnych kyselin
Ci1-22 a hexitol anhydridu, polyoxyethylované derivaty

parcialnich ester®, ziskanych adici polyoxyethylenovych retéz-
cl na neesterifikované hydroxyly, polyoxyethylenové parcidlni

estery mastnych kyselin a polyoxyethylenové ethery mastnych
alkoholl, aniontovyménné chromatografii,

- navazany faktor IX se eluuje pri vodivosti, ktera je maximdlné
0 20 % nizsi neZ pri chromatografii,

- Vv eluatu, obsahujicim faktor 1IX, se inaktivuji eventuelné
pritomnd infekéni agens a

- hydrofobni chromatografii se oddéli faktor IX.
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