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(54) VERFAHREN ZUR AKTIVIERUNG VON BLUTGERINNUNGSFAKTOREN

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivie-
Tung von Blutgerinnungsfaktoren mit Trypsin, wobei der
Blutgerinnungsfaktor aus einer Prothrombinkomplex-hdl-
tigen Fraktion gewonnen, mit an einem wasserunltslichen
Tr3ger immobilisiertem Trypsin behandelt und das immo-
bilisierte Trypsin nach der Aktivierung des Blutgerin-
nungsfaktors abgetrennt wird.
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Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Aktivierung von Blutgerinnungsfaktoren mit Trypsin, sowie die
Verwendung des Verfahrens zur Herstellung von Thrombin.

Die Blutgerinnung durchlzuft eine Serie von aufeinanderfolgenden Reaktionen, in denen Blutgerinnungs-
faktoren aktiviert werden, die wiederum subsequente Reaktionen katalysieren. Letztlich wird Fibrin durch die
Wirkung von aktiviertem Prothrombin (Thrombin) aus Fibrinogen gebildet. Die Aktivierung der
Blutgerinnungsfaktoren erfolgt meist durch die Proteolyse eines Zymogens zu einem proteolytisch wirksamen
Enzym, Der Mechanismus dieser Aktivierungsreaktion ist zum Teil noch unbekannt, weshalb eine in vitro-
Aktivierung von Blutgerinnungsfaktoren schwer kontrollierbar ist. Die Umwandlung von Prothrombin in
Thrombin verliuft beispielsweise mit Faktor Xa und Calcium allein sehr langsam. Sie verliuft erst dann
optimal, wenn wiederum ein Komplex mehrerer Faktoren (Prothombinase-Komplex) vorliegt. Neben Faktor
Xa gehdren zu diesem Komplex Faktor V, Phospholipide und Calcium. Der Faktor Xa spaltet das
Prothrombinmolekiil (Molekulargewicht 68.000 D) proteolytisch und generiert somit das aktive Enzym
Thrombin (Molekulargewicht 30.000 D).

Die Plasmaprotease Thrombin ist ein multifunktionelles Enzym, welches nicht nur durch dic Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin koagulierend wirkt, sondern auch u. a. die Gerinnungsfaktoren V, VIII und XIII aktiviert
und sein eigenes Proenzym (Prothrombin) spaltet. In der Therapie wird Thrombin alleine oder gemeinsam mit
Fibrinogen zur Stillung von Blutungen oder in der Chirurgie zur Gewebeklebung eingesetzt.

Die Aktvierung von Prothrombin via dem Prothrombinasekomplex ist ex situ schwer nachzuahmen,
weshalb es nicht an Versuchen fehlt, Thrombin durch die Einwirkung von Proteasen menschlichen oder
tierischen Ursprungs zu generieren.

Untersuchungen zur Aktivierung von menschlichem Prothrombin durch bovinen Faktor Xa oder bovines
Trypsin zeigten, daB die Aktivierung durch Trypsin via dieselben physiologischen Zwischenprodukte abliuft
wie durch den Faktor Xa. Die Ausbeute liegt jedoch bei maximal 50 %, da im Fall von Trypsin die Proteolyse
weitergeht, was zum Abbau von Thrombin bzw. zur Entstehung von low-molecular-weight-Produkten fiihrt
(Kisiel und Hanahan (1973), Biochim. Biophys. Acta 329, 221-232).

Die Ausbeute an Thrombin kann durch Zusétze wie Serumalbumin oder hohe Konzentrationen von Glycerin
(50 %) verbessert werden (Landaburu et al. (1961), Am. J. Physiol. 201, 298-302). Allerdings mu8 das Produkt
im AnschluB an die Aktivierungsreaktion in aufwendiger Weise von Trypsin und den diversen Zusitzen
gereinigt werden, bevor es zu einer biologisch vertraglichen Priparation verarbeitet werden kann.

Die Entfernung des Trypsins aus dem Reaktionsmedium kénnte durch die Verwendung von
immobilisiertem Enzym wesentlich vereinfacht werden. Die Verwendung von immobilisiertem Trypsin zur
Aktivierung von Prothrombin galt jedoch bislang als unmdglich. Versuche zeigten, daB im Gegensatz zu
18slichem Trypsin das immobilisierte Trypsin fiir die Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin in
Citratplasma nicht geeignet ist (Zubairov und Zinkevich (1976), Vosprosy meditsinskoi khimii 22(2), 187-91).

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein einfaches Verfahren zur Aktivierung von
Blutgerinnungsfaktoren zur Verfiigung zu stellen, welches eine hohe Ausbeute an aktiviertem Enzym
gewihrleistet, ohne aufwendige Reinigungsschritte nach der Aktivierungsreaktion durchfiihren zu miissen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemi8 durch ein Verfahren zur Aktivierung von Blutgerinnungsfaktoren
mit Trypsin gel6st, welches darin besteht, daB der Blutgerinnungsfaktor aus einer Prothrombinkomplex-
héltigen Fraktion gewonnen, mit an einem wasserunloslichen Trager immobilisiertem Trypsin behandelt wird
und das immobilisierte Trypsin nach der Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors abgetrennt wird. Als
wasserunlGsliche Tréiger werden etwa Cellulose, Dextrane, Agarose, Acrylate oder Silikate verwendet.

Das Verfahren eignet sich besonders zur Aktivierung der Blutgerinnungsfaktoren Prothrombin, Faktor IX
oder Faktor X.

Eine vorteilhafte Ausfiihrungsform der Erfindung besteht in der Durchfiithrung der Aktivierung von
Prothrombin, Faktor IX oder Faktor X bei einem pH-Wert von 5,8 bis 7.9, einer Leitfahigkeit von 5 bis 25 mS
und einer Temperatur von 2 bis 45 °C.

Das erfindungsgemiBe Verfahren eignet sich besonders gut zur Gewinnung von Thrombin aus Prothrombin,
Die kontrollierte Behandlung einer Fraktion, enthaltend gereinigtes Prothrombin, mit immobilisiertem
Trypsin umfaBt die rasche und vollstindige Abtrennung des Trypsins nach einer vorbestimmten
Behandlungsdauer. Das Produkt enthalt somit im wesentlichen keine Spaltprodukte. Auf den Zusatz iiblicher
Stabilisatoren, wie 50 % Glycerin, kann also verzichtet werden. Die Thrombin-hiltige Fraktion kann in
iiblicher Weise zu einer pharmazeutischen Praparation verarbeitet werden.

Zur Herstellung eines aktivierten Enzyms aus einem Blutgerinnungsfaktor kann entweder der gereinigte
Blutgerinnungsfaktor oder ein Blutgerinnungsfaktor-Komplex aktiviert werden, wobei das aktivierte Enzym
im letzteren Fall vorteilhafterweise weitergereinigt wird. Thrombin kann also durch Aktivierung von
gereinigtem Prothrombin oder von Prothrombinkomplex gewonnen werden.

Ein zusitzlicher Vorteil der Erfindung liegt darin, daB gleichzeitig mit der Aktivierung eines
Blutgerinnungsfaktors eine Virusaktivitit deutlich herabgesetzt wird, falls ein Ausgangsprodukt verwendet
wird, welches aus einem mit Virus kontaminierten Pool stammt.

Die virusinaktivierende Wirkung des immobilisierten Trypsins in einer Blutgerinnungsfaktor-haltigen
Fraktion war tiberraschend. Eine Behandlung mit immobilisierten neutralen Hydrolasen zur Inaktivierung von
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vermehrungsfihigen filtrierbaren Krankheitserregern war lediglich in Immunglobulin-G-hiltigen Fraktionen
bekannt (EP-A - 0 247 998).

Natiirlich kénnen im Rahmen des erfindungsgeméBen Verfahrens auch zusitzliche MaBnahmen zur
Inaktivierung eventuell vorhandener infektidser Agentien vorgenommen werden. So kann beispiclsweise am
befeuchteten Iyophilisierten Ausgangsmaterial eine Dampf-Hitze-Behandlung vorgenommen werden.

Mit den nachfolgenden Beispielen wird die Erfindung noch naher erldutert.

1, Immobilisierun Trypsin

1,2 g Trypsin Type HI (Sigma, Artikel Nr. T 8253) wurden an 350 ml (100 g Pulver) CNBr-aktivierte
Sepharose 4B gemiB den Angaben der Hersteller (Fa. Pharmacia) gebunden. Mehr als 90 % des Trypsins wurden
immobilisiert.

2, Aktivieryng von Prothrombin in einer Prothrombinkomplex-hiltigen Fraktion

Aus 50 1 menschlichem kryoprizipitatarmen Blutplasma wurde der Prothrombinkomplex nach dem
bekannten Verfahren von Brummelhuis in "Methods of Plasma Fractionation” (J. M. Curling ed., Acad. Press
1980) durch Adsorption an einen Anionenaustauscher isoliert. Die Salzkonzentration der Prothrombin-
enthaltenden Fraktion wurde durch Diafiltration auf 150 mM NaCl verringert und das Produkt
gefriergetrocknet.

Um eventuell enthaltene Krankheitserreger zu inaktivieren, wurde diese Fraktion nach AT-B - 385.657 in
Anwesenheit von Wasserdampf 10 h bei 60 °C und 1 h bei 80 °C erhitzt.

Das erhitzte Bulkpulver wurde zu 25 E Prothrombin/ml geldst (Proteinkonzentration 12 mg/mI) und mit
1 ml Trypsin, immobilisiert an Sepharose, 150 min bei 25 °C unter langsamem Riihren behandelt. Die
Thrombin-Aktivitit betrug 1980 E pro ml, die spezifische Aktivitit 165 E/mg Protein.

3, Weiterreinigung des Thrombins aus 2.
Das Thrombin wurde nach 2. hergestellt und iiber eine 45 ml S-Sepharose-Sdule (Pharmacia)
folgendermaBen weitergereinigt. Die Saule wurde mit 25 mM NasCitrat pH 6,2 4quilibriert. Thrombin

(105.000 E in 25 mM NasCitrat) wurde an der S-Sepharose gebunden, mit dem gleichen Puffer gewaschen und
mit 150 ml einer 450 mM NaCl-Losung eluiert.

Die Ausbeute an Thrombin war iiber 94 %, die spezifische Aktivitit betrug 1735 E/mg Protein. Dieses
Thrombin lieB sich in Anwesenheit von 9 g/l NaCl und 5 g/l Glycin zu einem stabilen Préiparat gefriertrocknen.

4, Aktivierung von inigtem Prothrombin

Die Gewinnung des dampfbehandelten Prothrombinkomplexes aus dem Plasma wurde nach 2. durchgefiihrt.

Neben Prothrombin enthielt das virusinaktivierte Produkt noch Faktor IX und Faktor X. Durch eine
chromatographische Trennung tiber sulfatisiertes Sephadex G50 (Pharmacia) (Miletich et al., (1980), Analyt.
Biochem. 105, 304-310) wurden die Faktoren IX und X von Prothrombin abgetrennt. Nach Aktivierung des
gereinigten Prothrombin zu Thrombin gema8 2. war die spezifische Aktivitit 745 E/mg.

5, Weiterreinigung des Thrombins aus 4.
110.000 E Thrombin wurden nach 4. hergestellt und iiber eine 45 ml S-Sepharose-Séule weiter gereinigt.
Nach der Reinigung hatte das Thrombin eine spezifische Aktivitdt von 3240 E/mg Protein.

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Aktivierung von Blutgerinnungsfaktoren mit Trypsin, dadurch gekenhzeichnet, daB der
Blutgerinnungsfaktor aus einer Prothrombinkomplex-haltigen Fraktion gewonnen, mit an einem wasserun-
loslichen Triger immobilisiertem Trypsin behandelt wird und das immobilisierte Trypsin nach der
Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors abgetrennt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Blutgerinnungsfaktor Prothrombin, Faktor
IX oder Faktor X eingesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivierung des Prothrombins, Faktors IX
oder Faktors X bei einem pH-Wert von 5,8 bis 7,9, einer Leitfahigkeit von 5 bis 25 m$S und einer Temperatur von
2 bis 45 °C durchgefiihrt wird.

4, Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 3 zur Gewinnung von Thrombin aus Prothrombin.
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