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(57) Abstract

The invention relates to a preparation based on blood clotting factor VII with a fraction of less than 5 % of factor VIIa, which exhibits
a specific activity of at least 50 E/mg and is stable in the absence of blood clotting inhibitors. The invention also relates to a method for

producing such a preparation.

(57) Zusammenfassung

Beschrieben wird ein Priparat auf Basis von Blutgerinnungsfaktor VII mit einem Anteil von weniger als 5 % Faktor VIIa, welches
eine spezifische Aktivitit von mindestens 50 E/mg und eine Stabilitit in Abwesenheit von Inhibitoren der Blutgerinnung aufweist, sowie

ein Verfahren zu dessen Herstellung.
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WO 99/66031 PCT/AT99/00154

Pharmazeutischeg Faktor VII-Praparat

Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Préparat auf Basis
von Blutgerinnungsfaktor VII sowie ein Faktor VII Reinigungsver-

fahren.

Die Blutgerinnung wird durch eine Reihe von aufeinanderfolgenden
Reaktionen verschiedener Blutgerinnungsfaktoren ausgeldst. Durch
einen Mangel an Blutgerinnungsfaktoren wird die Bildung von Fi-
brin aus Fibrinogen und damit der Wundverschlufl verhindert; die
Folge ist ein erhdhtes Blutungsrisiko bzw. Blutungen. Ein sol-
‘cher Fall liegt bei einem Mangel von Vitamin K-abhdngigen Blut-
gerinnungsfaktoren, wie den Faktoren II, VII, IX und X vor, der
vor allem durch die Beeintrdchtigung der Leberfunktion, aber
auch aufgrund eines vererbten Blutgerinnungsfaktormangel hervor-
gerufen sein kann. Zur Substitutionsbehandlung werden die ent-
sprechenden Blutgerinnungsfaktoren eingesetzt. Die Behandlung
mit diesen Pradparaten fihrt in den meisten Fdllen zu einer ra-
schen Blutstillung.

Der Faktor VII kann aus biologischem Material, wie Blut, Plasma
oder Zellkulturen gewonnen werden und wird im Fall von Blut oder
Plasma als Ausgangsmaterial zumeist gemeinsam mit mindestens ei-
nem der strukturell. dhnlichen Faktoren II, IX oder X in gerei-
nigter Form erhalten. Ein Prothrombinkomplex-Prdparat auf Basis
der Faktoren II, VII, IX und X bzw. eine Plasmafraktion enthal-
tend den Prothrombinkomplex, kann ebenfalls als Ausgangsmaterial
zur Herstellung eines weiter gereinigten Faktor VII-Praparates

herangezogen werden.

Zur Behandlung von Patienten, bei denen ein Mangel an Faktor
VIII auftritt und welche einen gegen den Faktor VIII gerichteten
Hemmstoff (Inhibitor) entwickelt haben wird oftmals ein Faktor
ViIa-Prédparat vorgeschlagen. Hochgereinigte Faktor VIIa-Prapa-
rate werden z.B. in der EP 0 082 182 und von Hedner et al.
(Haemostasis 19, 335-343 (1989)) beschrieben.
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Der Faktor VII ist relativ leicht aktivierbar zum Faktor VIIa.
Es wurde beispielsweise gefunden, daf3 Faktor VII-Zymogen durch
eine Reihe von physiolocgischen Enzymen, wie Faktor IXa und Fak-
tor Xa rasch aktiviert wird (Wildgoose et al., Blood, Vol. 73,
No. 7, 1989, pp 1888-1895).

In dexr EP 0 770 625 ist beschrieben, daff mit zunehmenden Aufwand
eines Reinigungsvorganges die Aktivierung des Faktor VII ein-
tritt. Zur Vorbeugung des Risikos zur Faktor VIIa-Bildung wird
dementsprechend der Zusatz von Inhibitoren der Blutgerinnung,
beispielsweise Antithrombin III/Heparin oder reversible Inhibi-
toren, wie Benzamidin, wahrend einer affinitdtschromatographi-

schen Reinigung vorgeschlagen.

Gleichermaen wird das Faktor VII-Molekll wahrend dessen Isolie-
rung durch die Verwendung von Benzamidin wé&hrend des gesamten
Reinigungsverfahrens vor Proteolyse geschlitzt, wie von Radcliffe
R et al., Journal Biological Chemistry 250, 1975, pp 388-395,

beschrieben.

Das Problem der Aktivierung des Faktor VII vor allem in Gegen-
wart von Oberfldchen mit positiver Ladung, z.B. bei Kontakt mit
einem Anionenaustauschermaterial, wird von Pedersen et al.
(Biochemistry, 28, 1989, 9331-9336) beschrieben. Dabei wurde ge-
funden, daR rekombinanter Faktor VII in Gegenwart von Benzamidin
zu einem homogenen Protein gereinigt werden konnte. In Abwesen-
heit des Inhibitors wurde der rekombinante Faktor VII spontan
aktiviert. Diese autokatalytische Aktivierung stellt daher auch
bei Préparationen ein Problem dar, bei welchen die physiologi-
schen Aktivierungskomponenten nicht einmal mehr in Spuren vor-

handen sind.

Inhibitoren der Blutgerinnung sind in einem pharmazeutischen
Praparat zur Behandlung von Zustdnden, die auf einen Mangel ei-
nes Blutgerinnungsfaktors zurlckzufihren sind, an sich nicht er-
winscht. Zwar werden aus Stabilitdtsgrinden, ndmlich um die Ak-
tivierung der Blutgerinnungsfaktoren in Prothrombinkomplex-Pra-
paraten, zu vermeiden, physiologische Inhibitoren, wie Anti- -

thrombin III oder Heparin zugesetzt. Es ware jedoch wlinschens-
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wert, Prdparate bereitzustellen, die md&glichst ohne den Zusatz

derartiger Inhibitoren eine ausreichende Stabilitdt aufweisen.

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe ein pharmazeutisches Fak-
tor VII-Praparat bereitzustellen, mit einem méglichst geringen

Anteil an aktiviertem Faktor VII, mit einer ausreichenden Stabi-
litadt in Abwesenheit von Inhibitoren der Blutgerinnung. Darliber-
hinaus soll ein Reinigungsverfahren zur Herstellung von Faktor

VII-Praparaten zur Verfigung gestellt werden, welches in effizi-
enter und gchonender Weise durchgefihrt werden kann, um auf den

Einsatz von Inhibitoren, wie Benzamidin, 2zu verzichten.

Die Aufgabe wird erfindungsgemafy durch ein Préparat auf Basis
von Blutgerinnungsfaktor VII geldst, welches einen Anteil von
weniger als 5% Faktor VIIa, eine spezifische Aktivitdt von min-
destens 50 E/mg und eine Stabilitdt in Abwesenheit von Inhibito-

ren der Blutgerinnung aufweist.

Erfindungsgemafl ist es erstmals mdglich, ein hochgereinigtes
Faktor VII-Praparat herzustellen ohne Verwendung der bekannten
Inhibitoren der Blutgerinnung, insbesondere ohne Zusatz von An-
tithrombin III und/oder Heparin, Benzamidin, Sojabohnen, Tryp-
sin, Inhibitor, Phenylmethylsulfonylfluorid oder EDTA. Es hat
sich herausgestellt, daR unter den nachfolgend beschriebenen Be-
dingungen der Faktor VII wahrend eines chromatographischen Rei-
nigungsverfahrens auch ohne den Schutz vor proteolytischen Enzy-
men bzw. Kontaktaktivierung nicht aktiviert wird. Somit enthalt
das hochgereinigte Faktof VII-Prédparat nicht unbedingt einen der
genannten Inhibitoren bzw. weniger als die Nachweisgrenze. So-
bald eine spezifische Aktivitdt von mindestens 50 E/mg erhalten
wurde, konnte Uberraschenderweise gezeigt werden, daf3 der Faktor
VII auferordentlich stabil ist (sogar bezliglich autokatalyti-
scher Aktivierungsprozesse), ohne dal es den Zusatz eines spezi-

fischen FVII-Aktivierungs-Inhibitors bedarf.

Die Stabilitat des hochgereinigten Faktor VII kann vor allem -
jedoch nicht ausschliefflich (vgl. Pedersen et al., 1989 bzgl.
autokatalytischer Aktivierung) - auf die Abreicherung der Faktor

VII-spezifischen Proteasen, darunter die Faktoren IXa und Xa,
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zurickgefihrt werden. Damit ist gewahrleistet, daf ein Préparat,
wie ein pharmazeutisches Infusionsprdparat, auf Basis des hoch-
gereinigten Faktor VII mit mindestens 50 E/mg Protein, vorzugs-
weise mindestens 100 E/mg, am meisten bevorzugt mindestens 500
E/mg Protein, in speziellen Fallen sogar mindestens 1000 E/mg
bis zur theoretischen Reinheit von etwa 2000 E/mg, auch in Abwe-
senheit von Inhibitoren der Blutgerinnung Uber einen la&ngeren
Zeitraum in gebrauchsfertigem Zustand verbleiben kann, ohne den
Anteil an Faktor VIIa im Praparat Uber das zuldssige Maf3 zu er-
héhen.

Das erfindungsgemdfie Praparat hat einen Anteil von weniger als
5% Faktor VIIa bezogen auf die Gesamtmenge an Faktor VII, vor-
zugswelse weniger als 3%, am meisten bevorzugt weniger als die
Nachweisgrenze (z.B. im Test nach Seligson et al., Haemostasis
13, 186-191, 1983).

Das erfindungsgemaf’e Prdparat ist beispielsweise ein Konzentrat
mit pharmazeutischer Qualité&t, welches zur Herstellung von phar-
mazeutischen Kombinationsprdparaten eingesetzt werden kann. Der-
artige Kombinationspraparate kénnen weitere Wirksubstanzen, wie
Vitamin K-abhadngige Proteine, darunter einen oder mehrere der
Blutfaktoren II, IX, X, Protein C oder Protein S enthalten. So
kann etwa ein Prothrombinkomplex-Praparat enthaltend die Fakto-
ren II, VII, IX und X durch Zumischen des erfindungsgeméfien Fak-
tor VII-Prdparates zu einem partiellen Prothrombinkomplex herge-
stellt werden.

Das erfindungsgemdfie Faktor VII-Infusionspraparat kann aufgrund
der geringen Belastung mit Verunreinigungen in relativ hoch kon-
zentrierter Form zur Verfligung gestellt werden, beispielsweise
mit einer Konzentration von 50 bis 5000 E/ml. Damit wird die
Verabreichung des Praparates als Bolus-Injektion oder kurzzei-

tige Infusion wesentlich vereinfacht.

Die Stabilitdt des Préparates kann in gebrauchsfertigem Zustand
getestet werden, ob es die erfindungsgemafen Stabilitatskrite-
rien erflillt, und zwar durch Inkubation bei Raumtemperatur lber

einen Zeitraum von mindestens 12 Stunden, vorzugsweise mehr als
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30 Stunden. Dabei kann festgestellt werden, daf? das erfindungs-

gemédfRe Prdparat immer noch weniger als 5% Faktor VIIa enthalt.

Das erfindungsgemdf’e Praparat kann aber auch in einer haltbaren
Handelsform zur Verfigung gestellt werden, vorzugsweise als Lyo-
philisat. Nach Rekonstitution zeigt sich wieder die auflerordent-
liche Stabilitédt und es kommt auch wdhrend der Lyophilisie-
rung/Rekonstitution zu keinerlei negativen Effekten. bezlglich
der (vorzeitigen) FVII-Aktivierung. Weitere Formen sind tiefge-
frorene Prdparate oder FllUssigpraparate, welche gegebenenfalls
nach Zusatz von Stabilisatoren, wie Tragerproteine und/oder Koh-
lenhydrate, vorzugsweise bei 4°C Uber einen langeren Lagerungs-

zeitraum stabil sind.

Der Faktor VII im erfindungsgemdfien Praparat ist - trotz seiner
Stabilité&tseigenschaften (auch beziiglich Autoaktivierung) - je-
denfalls ein aktivierbarer Faktor VII, der ohne weiteres z.B. 1In
vivo aktiviert werden kann, und dann entsprechend dem nativen
Faktor VII blutgerinnungsaktiv ist. Vorzugsweise wird ein nati-
ves Faktor VII-Protein eingesetzt, beispielsweise humaner plas-
matischer Faktor VII, oder humaner rekombinanter Faktor VII. Beil
der Rekombination von Nukleinsduren kdénnen auch Faktor VII-Ana-
loge eingesetzt werden, welche jedenfalls gleichermafen oder in
einem erhdhten Ausmafl aktivierbar sind (Sridhara et al., Am. J.
Hematology 53, 66-71, 1996).

Gemifl einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zur Reinigung von Faktor VII aus einem biologi-
schen Material und Herstellung der erfindungsgemafien Faktor VII-
Praparation durch Adsorption des Faktor VII an ein Chromatogra-
phiematerial, fraktionierte Elution des Faktor VII mit einer
spezifischen Aktivitdt von mindestens 50 E/mg, wobei die Elution
mit einem Puffer ohne Zusatz von Inhibitoren der Blutgerinnung

vorgenommen wird, und Gewinnen des Faktor VII aus dem Eluat.

Als Ausgangsmaterial zur Herstellung des erfindungsgem&fien Fak-
tor VII-Priparates wird uUblicherweise ein komplexes biologisches
Material eingesetzt. Dazu zdhlen Blut, Plasma, Plasmafraktionen,

Zellkulturen bzw. Zellkulturfraktionen. Es kann aber auch ein
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Pridparat mit pharmazeutischer Qualitdt als Ausgangsmaterial ein-
gesetzt werden, welches neben dem Faktor VII auch weitere Pro-
teine enthélt, beispielsweise ein Prothrombinkomplex-Préparat
enthaltend die Faktoren II, VII, IX und X.

Zu Vermeidung des Risikos der Ubertragung von humanpathogenen
Infektionserregern, darunter die von durch Blut Ubertragbaren
Viren, wie HIV und Hepatitisviren, z.B. HAV, HBV, HCV, HGV, und
Parvoviren, aber auch die infektidsen Erreger von BSE und CJD,
werden eine Reihe wvon Maftnahmen vorgenommen. Der Faktor VII kann
jeweils vor oder nach der chromatographischen Reinigung einem
Verfahren zur Inaktivierung bzw. Abreicherung der Humanpathogene
unterzogen werden. Vorzugsweise werden mindestens zwei Mafnahmen
vorgenommen, die die Inaktivierung bzw. Abreicherung aufgrund
eines unterschiedlichen Mechanismus bewirken. Dazu zdhlen chemi-
gsche, chemisch-physikalische und physikalische Methoden. Die Me-
thoden unter Einsatz von viruziden Substanzen werden vorzugs-
weise vor bzw. wdhrend des chromatographischen Reinigungsverfah-
rens vorgenommen, damit gleichzeitig mit der Reinigung des Fak-

tor VII auch das viruzide Mittel entfernt werden kann.

Zzu den effektiven Mafnahmen zur Inaktivierung von Viren z&hlen
beispielsweise die Behandlung mit organischen L&ésungsmitteln
und/oder Detergenzien (EP 0 131 740, EP 0 050 061,
PCT/AT98/00090), die Behandlung mit chaotropen Mitteln (WO
90/15613) Hitzebehandlungsverfahren, vorzugsweise in lyophili-
siertem, trockenen oder feuchten Zustand (siehe EP 0 159 311),
Kombinationsverfahren (EP 0 519 901) und physikalische Methoden.
Letztere bewirken die Inaktivierung von Viren beispielsweise
durch Bestrahlung mit Licht, etwa in Gegenwart von Photosensi-
bilisatoren (EP 0 471 794 und WO 97/37686) .

Zu den Abreicherungsverfahren der Humanpathogene zadhlen insbe-
sondere die Filtrationen unter Verwendung von Ultrafiltern, Tie-
fenfiltern oder Nanofiltern (s. WO 97/40861, AT A 1029/97). Aber
auch F&llungsschritte bzw. andere Proteinreinigungs-mafinahmen,
wie die der Adsorption, tragen zur Abreicherung von moéglicher-

welse vorhandenen Pathogenen bei.
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Das erfindungsgeméfe Verfahren zur Reinigung von Faktor VII und
Herstellung eines Faktor VII-Prdparates umfafft mindestens eine
Chromatographiestufe. Dabei wird der Faktor VII adsorbiert und
selektiv eluiert, wobei Fraktionen gewonnen werden. Zur weiteren
Gewinnung des Faktor VII aus dem Eluat werden diejenigen Frak-
tionen gewdhlt, in der die spezifische Aktivitdt mindestens 50
E/mg Protein, vorzugsweise mindestens 100 E/mg, betragt, vor-
zugsweise mindestens die zuvor genannten hdher gereinigten Pro-

teine.

Als Elutionspuffer wird vorzugsweise ein Puffer mit einem pH im
neutralen Bereich, etwa im Bereich von 5-9, vorzugsweise von 6-
7,5, eingesetzt und einer Ionenstdrke entsprechend einem Gehalt
an NaCl von weniger als 1 M eingesetzt. Wie bereits zuvor be-
schrieben, werden dem Elutionspuffer keine der genannten Inhibi-
toren der Blutgerinnung zugesetzt. Eventuell vorhandene physio-
logische Inhibitoren, die im Ausgangsmaterial vorliegen, werden
bereits bei der Adsorption und gegebenenfalls bei der darauffol-
genden Reinigung des adsorbierten Faktor VII mit einem Waschpuf-
fer abgetrennt, so daf’ der Faktor VII jedenfalls ohne Inhibitor-
gehalt gewonnen wird. Auch hier zeigt sich die auf3erordentliche
Stabilitidt des hochgereinigten Faktor VII, der dann den weiteren
tiblichen Aufbereitungsmafinahmen zur Herstellung eines pharmazeu-

tischen oder diagnostischen Préparates unterzogen werden kann.

Die Chromatographie wird entweder im Batchverfahren oder in ei-
ner S&ule durchgeflihrt. Zur verbesserten Kontrolle der Flufirate
bzw. der Kontaktzeit des Faktor VII mit dem Chromatographiemate-
rial ist das Sdulenverfahren bevorzugt. Bevorzugte Materialien

sind Triger mit positiv geladenen Liganden, die als Anionenaus-

tauscher eingesetzt werden kdnnen.

Als Anionenaustauscher kommen im Prinzip alle Anionenaustauscher
auf Basis von Kohlenhydraten oder synthetischen Polymeren in
Frage, die eine Affinit&t zu Faktor VII (Prothrombin) aufweisen,
wie z.B. DEAE-Sephacel®, DEAE-Sephadex®, DEAE-Sepharose CL6B®,
DEAE-Sepharose Fast Flow®, QAE-Sephadex®, Q-Sepharose Fast
Flow®, Q-Sepharose High Perfomance®, Q-Sepharose Big Beads®
(alle Fa. Pharmacia);
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DEAE-Tris-Acryl®, DEAE-Spherodex®, Q-Hyper-D® (alle Fa.
Sepracor) ;
Macroprep DEAE®, Macroprep Q® (alle Fa. BioRad) ;
DEAE-Toyopearl®, QAE-Toyopearl®, Toyopearl Super-Q® (alle Fa.
Tosohaas) ;
Protein PAK DEAE® (Waters) ;
Fractogel EMD-TMAE®, Fractogel EMD-DEAE®, Fractogel EMD-DMAE®,
Licrospher 1000 TMAE®, Licrospher 1000 DEAE® und Licrospher
4000 DMAE® (alle Fa. MERCK).

Insbesondere werden druckstabile Ionenaustauscher eingesetzt wie
z.B. Fractogel TMAE-EMD, Express IonQ, Sonree 30Q. Es hat sich
Uberraschenderweise gezeigt, daf® sogar an diesen Materialien das
Phanomen der Aktivierung des Faktor VII unterbleibt sobald die
Kontaktzeit mit dem Anionenaustauschermaterial bzw. die Verweil-
zeit auf der Saule kurz gehalten wird z.B. weniger als 5 min. In
einer Sdule wird dementsprechend vorzugsweise eine FlufRrate von
mindestens 2,5 cm/Minute, vorzugsweise 3,0 cm/Minute, fir die

Elution des adsorbierten Faktor VII gewahilt.

Die FlufRrate entspricht zumeist mindestens 0,15 Sdulenvolumina
pro Minute, vorzugsweise 0,17, am meisten bevorzugt 0,2 Sdulen-

volumina pro Minute.

Weitere Materialien zur chromatographischen Reinigung sind Tra-
ger mit Liganden, die eine spezifische Affinitat flr Faktor VII
aufweisen, wie Tissue factor, Antikdrper und Peptide. Weiters

bevorzugte Materialien weisen hydrophobe Gruppen auf.

Als Gel flUr die hydrophobe Interaktionschromatographie wird vor-
zugsweise Phenyl-Sepharose High Performance® (Fa. Pharmacia),
aber auch andere Chromatographiegele wie z.B. Butyl-Sepharose®,
Octyl-Sepharose®, Phenyl-Sepharose®, Phenyl-Sepharose Fast Flow
High Sub®, Phenyl-Sepharose Fast Flow Low Sub® (alle Fa.
Pharmacia) ;

Fractogel TSK-Butyl® (Fa. MERCK) ;
Macroprep-Methyl-HIC-Support®, Macroprep t-Butyl-HIC-Support®
(alle Fa. BioRad) ; '
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TSK-Gel Butyl Toyopearl®, TSK-Gel Phenyl Toyopearl® und TSK-Gel
Ether Toyopearl® (alle Fa. Tosohaas), eingesetzt.

Als weitere Tragermaterialien kommen auch Ubliche Gelfiltra-

tionsmedien in Frage, wie z.B. Superose 12, Superdex 75.

Gemadfl einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform werden zur
Herstellung eines Faktor VII-Praparates auch Kombinationen der
genannten chromatographischen Verfahren eingesetzt, beispiels-
weise die Kombination der Anionenaustauscherchromatographie und
hydrophoben Interaktionschromatographie. Gegebenenfalls kann an-
schlieffend noch zur weiteren Reinigung eine Gelfiltration vorge-
nommen werden. Dementsprechend wird bevorzugterweise im erfin-
dungsgemaffen Verfahren als Chromatographiematerial ein Anionen-
austauscher eingesetzt und ein flr die hydrophobe Chromatogra-

phie geeignetes Material.

Der erfindungsgemdf gereinigte Faktor VII kann nicht nur durch
die Ublichen Maffnahmen der Dialyse/Diafiltration, Sterilfiltra-
tion und Konzentration zu einem pharmazeutischen Faktor VII-Pra-
parat formuliert werden. Ebenso koénnen auch Kombinationsprépa-
rate zur Verfligung gestellt werden, welche den erfindungsgeméf’

gereinigten Faktor VII neben anderen Wirksubstanzen enthalten.

Insbesondere kann ein Prothrombinkomplex-Praparat erfindungsge-
maR zur Verfligung gestellt werden, welches neben dem hochgerei-
nigten und stabilen Faktor VII noch mindestens einen der Blutge-
rinnungsfaktoren II, IX und X enthdlt. Diese weiteren Blutgerin-
nungsfaktoren sind vorzugsweise ebenfalls als Einzelfaktoren ge-
reinigt, bevor das Kombinationsprédparat durch entsprechendes
Formulieren hergestellt wird. Ein derartiges Préparat kann mit
oder ohne Inhibitoren der Blutgerinnung zur Verfigung gestellt
werden. Insbesondere kann ein Heparingehalt vorgesehen werden,
entsprechend einer Empfehlung von Menache et al., Thrombosis
Diathes. Haemorrh. 33, 645-647, (1975) zur Bereitung von Faktor

IX-hdltigen pharmazeutischen Praparaten.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein pharmazeuti-

sches Prédparat, enthaltend einen erfindungsgemafen Faktor VII
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bzw. ein erfindungsgemdfies Faktor VII-Prdparat. Dieses Préparat
kann vorzugsweise weiters mindestens einen, insbesondere alle,

der Blutgerinnungsfaktoren II, IX und X enth&lt.

Gemafd einer bevorzugten Ausfihrungsform wird das erfindungsge-

mafe Praparat als pharmazeutisches Infusionspréparat formuliert.

Weitere Zusatze zum erfindungsgeméflen Préparat sind vorzugsweise
Antithrombin III und/oder Atheplex, welches einen Antithrombin
III/Heparinkomplex darstellt, z.B. hergestellt gemdf EP 0 129
534.

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele noch weiter

beschrieben.

Bedlspdiell: Reinigung von Faktor VII aus Kryoiuberstand

durch Anionenaustauscherchromatographie an Fraktogel TMAE-EMD

340 1 KryouUberstand werden an Al (OH), adsorbiert und mit 22,5 g
Na,HPO, x 2 H,0/1 (pH 8,5) enthaltend 1 % (V/V) Tween 80
(-pflanzlich) eluiert und mit AT III/Heparin-Komplex versetzt
(350 IE Heparin/kg Eluat, 40 IE AT III/kg Eluat). Das Tween-hal-
tige Eluat wird durch Ultrafiltration an einer Membran mit einer
AusschlufRgrenze £ 30 kD ca. 15-fach konzentriert und gegen 10
Volumina 20 mM Tris/HCl (pH 7,0) (Tris-Puffer) diafiltriert.
Nach 0,2 p-Filtration und Einstellen der Tweenkonzentration auf
15 % (V/V) wird zur Virusinaktivierung 3 Stunden lang bei 40°C
inkubiert. Die mit Trispuffer auf das doppelte Volumen verdinnte
Loésung (3 1) wird auf eine BPG100/165 Fraktogel TMAE-EMD 650 M-
Saule (Fa. MERCK) aufgetragen, mit Trispuffer nachgewaschen und
anschlieffend mit steigenden NaCl-Stufengradienten (50, 100, 150,
200, 250, 1000 mM/1l) in Trispuffer gewaschen, eluiert und rege-
neriert. Die Flufrate betragt bei der Betthdhe von 16,5 cm min-

destens 2,5 bis 3 cm/min.

Das 200 mM-NaCl-Eluat {(ca. 5 1) wird nach Zusatz von 43,8 IE He-
parin/kg und 5,0 IE ATIII/kg durch Ultrafiltration an einer Mem-
bran mit einer Ausschlufigrenze < 30 kD ca. 60-fach auf eine Pro-

teinkonzentration von 5 mg/ml konzentriert. Nach Diafiltration
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gegen eine Lo6sung von 4,8 mM Na,-Citrat x 2 H,O und 61,6 mM
NaCl/l wird der pH auf einen Wert von 8,0 +/- 0,5 eingestellt
und die Lésung eingefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat
wird bis zu einer Restfeuchte von 7 - 8% befeuchtet und fir die
Virusinaktivierung 10 Stunden bei 60°C und 1 Stunde bei 80°C er-
hitzt.

Tabelle 1

Ergebnis

Fraktion Spezif. Akt.* FVII-Aktivierung** |[Reinigungsfaktor
[E FVII/mg Prot.] |[E FVita/E FVIl]

Plasma 0,02 - 1

Al(OH)3-Eluat n. Tween 5 0,05 200

TMAE-Eluat . 100 0,25 5.000

hitzebehandeltes Lyophilisat 100 0,35 5.000

* : maximale theoretische spezifische Aktivitat: 2000 E FVII/mg Protein
** - yollstandige Aktivierung bei einem FVila/FVIl-Verhalitnis von 15-20

Beispdiel 2 : Reinigung von Faktor VII aus Kryoiliberstand
durch Anionenaustauscherchromatographie an Fraktogel TMAE-EMD
und nachfolgender hydrophober Chromatographie an Phenyl-Sepha-

rose

Bis zur Herstellung des hitzebehandelten Praparates (Bulkpulvef)
wird wie in Beispiel 1 verfahren. Das Bulkpulver wird im ur-
sprunglichen Volumen mit Milli Q-Wasser (Fa. Millipore) geldst
(Proteinkonzentration ca. 5 mg/ml), von 60 auf 2000 mM NaCl/1
aufgesalzen und auf eine XK50/96 Phenyl-Sepharose HP-Sdule (Fa.
Pharmacia) aufgetragen, die in 20 mM Tris/HCl (pH 7,4; 2000 mM
NaCl/1l) equilibriert worden war. Nach Auftrag von 75 ml FVII-
Bulkpulverl®dsung bei einer Fluf’rate von 10 ml/min wird mit ca.
10 SV Equilibrierungspuffer nachgewaschen und anschlieffend mit

den folgenden NaCl-Stufen gewaschen, eluiert bzw. regeneriert:

1200 mM NaCl/1l
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850 mM NaCl/1
500 mM NaCl/1
0 mM NaCl/l, jeweils in 20 mM Tris/HCl (pH 7,4)

Ca. 2,8 1 des 850 mM NaCl-Eluats werden anschlieRend durch Ul-
trafiltration an einer Membran mit einer AusschlufRgrenze < 30 kD
5-fach konzentriert und gegen 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat
diafiltriert und unter Sublimation der Salze lyophilisiert. Das
salzfreie Lyophilisat wird in 1/50 des urspringlichen Volumens
in 0,4% Na,-Citrat x 2 HO 0,8 % NaCl (pH 7,0) aufgenommen und an
einer im gleichen Puffer equilibrierten XK26/100 Superose 12-
Sdule (Fa. Pharmacia) unter geringer Aufreinigung bei einer

FluRrate von 2,5 ml/min umgepuffert.

Tabelle 2

Ergebnis

Fraktion Spezif. Akt. FVII-Aktivierung |F ViI-Ausbeute |Reinigungsfaktor
[E FVil/mg Prot.] |[E FVIia/E FVII] [%]

Plasma 0,02 - - 1

Al(OH)3-Eluat n.Tween 5 0,05 100 200

TMAE-Eluat 100 0,25 80 5.000

hitzebehandeltes Lyophilisat 100 0,35 61 5.000

Phenyl-Seph.-Eluat 500 0,4 43 25.000

Superose 12-Eluat 1000 0,5 35 50.000

Beispdiel 3 : EinfluR der Flufrate auf die Aktivierung
von Faktor VII an Fraktogel TMAE-EMD

An einer XK26/16,5 Fraktogel TMAE-EMD 650 M-Sdule (Fa. MERCK)
wurde die Aufreinigung von FVII aus Al (OH)3-Eluat nach Virusin-
aktivierung mit 15 % Tween (Auftrag 36 mg Protein/ml Gel) beil
verschiedenen Flufiraten bei 22°C getestet. Die Bedingungen der

Chromatographie entsprechen Beispiel 1.

Tabelle 3
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Ergebnis

FiuBlrate Aktivierung
[ecm/min] [E F7a/E F7]

0,94 76
1,88 2,656
2,35 0.45
2,83 0,24

Es zeigt sich, daf bei zunehmender Flufgeschwindigkeit der Ge-
halt an aktiviertem Faktor VII abnimmt. Die Aktivierungsrate
bleibt dann ab einem Wert von Uber etwa 2,5 bis 3 cm/s ungefdhr

konstant.

Beilspdiel 4 : Test zur Bestimmung der Stabilitédt der

FVII-Praparation

4.1. Inkubationsbedingungen

100-300 pl-Aliquots der FVII-haltigen Eluate der TMAE- bzw. Phe-
nyl-Sepharose-Chromatographie, hergestellt gemdfs Beispiel 1 und
2, wurden flir 38 Stunden bei 22°C inkubiert und nach dieser Zeit
die amidolytische FVII-Aktivitat (Immunochrom FVII:C, Fa. IMMUNO
AG), die FVIIa-Gerinnung (Staclot VIIa-Rtf, Fa. Diagnostica
Stago) und die Proteinkonzentration (Bradford) im Vergleich zu

einem sofort bei -20°C eingefrorenem Aliquot getestet.
4.2, Aktivitédtstests
4.2.1. IMMUNOCHROM FVII:C

Die Faktor VII-Aktivitdt wurde unter Bedingungen einer vollstan-
digen Aktivierung von FVII durch Thromboplastin und Ca>» und der
dann folgenden Aktivierung von ebenfalls zugesetztem FX mit ei-
nem chromogenen FXa-Substrat kinetisch gemessen. Es wurde ent-

sprechend den Empfehlungen des Herstellers verfahren.
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4.2.2,. STACLOT VIIa-rTF

Mit rekombinantem l&slichen Tissue factor 148t sich in Gegenwart
von Phospholipid und FVII-Mangelplasma allein die durch FVIIa
ausgeldste Gerinnung mit Hilfe eines Coagulometers messen. Es
wurde nach der Vorschrift des Herstellers Diagnostica Stago ver-
fahren.

4.3. Ergebnis

Fraktion Protein. E FVII chrom/mg E FVila E FVlla
[mg/ml] Spez. Akt. Aktivier. t=0 Aktivier. t=38

TMAE, 200 mM 0,04-0,08 150-200 0,1-0,3 0,3-0,8

Phenyl-Seph., 750 mM  0,02-0,04 500-1000 0,1-0,2 0,1-0,3

Es zeigt sich, daf® bei den erfindungsgemdff hergestellten Prapa-
raten selbst bei 38-stlndiger Lagerung bei 22°C keine nennens-
werte Aktivierung von FVII auftritt. Dies ist um so Uberraschen-
der, als bei bislang bekannten Faktor VII-Prdparaten immer eine
erhebliche Aktivierung (u.a. auch durch Autokatalyse) eingetre-
ten ist, die nur durch den Zusatz von spezifischen Inhibitoren

verhindert bzw. hintangestellt werden konnte.
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Patentanspril@che

1. Préaparat auf Basis von Blutgerinnungsfaktor VII mit einem An-
teil von weniger als 5% Faktor VIIa, gekennzeichnet durch eine
spezifische Aktivitdt von mindestens 50 E/mg und einer Stabili-

tdt in Abwesenheit von Inhibitoren der Blutgerinnung.

2. Praparat nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch eine spezifi-

sche Aktivitdt von mindestens 100 E/mg.

3. Préaparat nach Anspruch 1 oder 2, mit einer Faktor VII-Konzen-
tration von 50 bis 5000 E/ml.

4. Préaparat nach Anspruch 1 oder 2, in lyophilisierter Form.

5. Praparat nach einem der Ansprlche 1 bis 4, welches im ge-
brauchsfertigen Zustand bei Raumtemperatur Ulber einen Zeitraum

von mindestens 12 Stunden stabil ist.

6. Praparat nach einem der Ansprliche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dafR der Faktor VII ein aktivierbarer rekombinanter
Faktor VII ist.

7. Praparat nach einem der Ansprlche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daf der Faktor VII nativer plasmatischer Faktor VII

ist.

8. Praparat nach einem der Anspriche 1 bis 7, erh&ltliich durch
ein chromatographisches Reinigungsverfahren und fraktionierte

Elution des Faktor VII ohne Zusatz von Inhibitoren der Blutge-
rinnung.

9. Praparat nach einem der Ansprlche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, daf? es als pharmazeutisches Infusionspraparat formu-
liert ist.

10. Verfahren zur Reinigung von Faktor VII aus einem biologi-

schen Material und Herstellung eines Faktor VII-Praparates durch
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Adsorption des Faktor VII an ein Chromatographiematerial, frak-
tionierte Elution des Faktor VII mit einer spezifischen Aktivi-
tdt von mindestens 50 E/mg, wobei die Elution mit einem Puffer
ohne Zusatz von Inhibitoren der Blutgerinnung vorgenommen wird,

und Gewinnen des Faktor VII aus dem Eluat.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf als
Chromatographiematerial ein Anionenaustauscher in einer S&ule
eingesetzt wird und die Flufrate der Elution mindestens 0,15

Saulenvolumina pro Minute betragt.

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daR als
Chromatographiematerial ein Trager mit hydrophoben Gruppen ein-
gesetzt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf: als
Chromatographiematerial ein fir die Gelfiltration geeigneter

Trager eingesetzt wird.

14. Verfahren nach einem der Ansprliche 10 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, daf der Faktor VII aus Blut, Plasma, einer Plas-
mafraktion, einer Zellkultur oder einer Zellkulturfraktion ge-

reinigt wird.

15. Verfahren nach einem der Ansprlche 10 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, daf der Faktor VII aus der eluierten Fraktion ge-
wonnen wird, die den Faktor VII mit einer spezifischen Aktivitat

von mindestens 100 E/mg enth&lt.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, daf3 als Chromatographiematerial ein Anionenaustau-
scher eingesetzt wird und als weiteres Chromatographiematerial

ein flr die hydrophobe Chromatographie geeignetes Material.

17. Pharmazeutisches Praparat enthaltend einen Faktor VII er-

haltlich nach dem Verfahren nach einem der Anspriliche 10 bis 16.

18. Pr3parat nach Anspruch 17, welches weiters mindestens einen

der Blutgerinnungsfaktoren II, IX und X enthdlt.
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19. Praparat nach Anspruch 17 oder 18, welches weiters Heparin
enthalt, gegebenenfalls in Gegenwart von Antithrombin III bzw.
Atheplex.
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