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(57) Reseni se tyki zplisobu isolace sraZeciho faktoru IX pro vy-
robu farmaceutického praparédtu, obsahujiciho srézeci fak-
tor IX, jehoZ podstata spoCivd v tom, Ze se plasma nebo
frakce plasmy, obsahujici faktor IX podrobi aniontovymén-
né chromatografii, navazany faktor IX se eluuje, eluovany
faktor IX se podrobi za piitomnosti detergentu aniontovy-
ménné chromatografii, navizany faktor IX se eluuje, v elu-
latu, obsahujicim faktor IX se inaktivuji popfipadé pfitomna
infekéni agens a hydrofobni chromatografii se oddgli faktor
IX a tento se zpracuje na farmaceuticky preparat.
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Zpisob ixolace srazeciho faktoru IX pro G?fabu-“N

farmaceutického preparatu

Oblast technik

Vyndlez se tyka zplsobu igolace srdzeciho faktoru
IX pro vyrobu farmaceutického preparatu, ktery obsahuje

srazeci faktor IX.

Dosavadni stav techniky

Srazeci faktor IX se pouZziv4d pfi substituc¢ni 1écbé pa-
cienttl, trpicich hemofilii B. Tato krevni choroba je vysled-

kem nedostatku faktoru IX.

K substituéni 1é&bé se uzivaji koncentraty faktoru IX,
které navic obsahuji srdzeci faktory 11, VII, IX
a X /prothrombinovy komplex/. Takové koncentraty, obsahujici
srazeci faktory, patfi k faktorim, zdvislym na vitaminu
K a jsou sdruZeny na zdkladé jejich podobné stavby. Pro oso-
by, trpici krvéacenim, které jsou postiZeny hemofilii B, vSak
znamend kazdé zavedeni jinych koagula&nich faktort, nez je
faktor IX, zatéZ. Proto je snaha pouzit v terapii koncentra-
tu faktoru IX s jeho vysokym obsahem, alternativné ke kombi-

novanym preparatim.

Vychozim materidlem pro vyrobu preparatii, obsahujicich
faktor IX, je lidskad plagma, ktera vsak obsahuje faktor IX
jen v malych mnozstvich /4 pg/ml/. Pro ziskani faktoru IX

musi byt proto nejen zpracovano velké mnoZstvi plammy, musi



se ale také oddélit rusSici doprevodné proteiny tak, jak jen
to je mozné. Toto je ztiZeno tim, Ze tyto doprovodné protei-

ny maji podobné fyzikadlné-chemické vlastnosti.

Dalsi obtiZ spodivda v tom, Ze konedny produkt v priubé-
hu zpracovani musi byt zbaven infek&énich agens, protoze
vychozi material miZe obsahovat napfiklad viry hepatidy nebo
HIV. ‘Kazdy stupeii vyroby a kazdd inaktivace viru se musi
provadét tak, aby se co nejvice zachovala biologicka aktivi-
ta faktoru IX. Jiz léta jsou &inény pokusy nalézt zplsob,

ktery by optimalné spliioval uvedené pozZadavky.

Ziskani faktoru IX p#i soudasném sniZeni obsahu jinych
faktort chromatografickymi zplsoby se da¥i pfirozené tim lé-
V' L4 d v 2, ¥ rd * ra rd v rd
pe, &im je vyména sréZeciho faktoru IX se stacionarni fazi

specifidtéjsi.

Pro vyrobu frakci, obsahujicich faktor IX,z vodnych
sm&si, obsahujicich faktory II, VII, IX a X, jsou znamy zpl-
soby iontovyménné a afinitni chromatografie. Podle zplsobu,
popsanych v DE-C 3914869, se ziska frakce, obsahujici faktor
IX na adsorbentu, obsahujicim a-hydroxylaminoskupinu. Eluce
adsorbovaného faktoru IX se provadi zvySenim koncentrace
aminu nebo soli, coZz svéd¢i o iontové vazebné sile mezi fak-
torem IX a adsorbentem. Na zavér tohoto prvniho stupné se

provede chromatografie na matrici, nesouci sulfatovany uhlo-

hydrat.

Zptisoby afinitni chromatografie vykazuji vysokou spe-
cifitu. Faktor IX se adsorbuje na nosny material protilatkou
nebo jinymi skupinami s vysokou afinitou k faktoru IX, napf.
heparin, promyje se a eluuje. Napfiklad se podle zpusobu

v EP-A 317376 adsorbuje faktor IX na imobilizovany heparin.



Eluce faktoru IX se provadi zvysenim koncentrace soli ‘\[i\'

v pufru. Podobné plati pro protildtku proti faktoru IX, jako i

afinitni nosic.

V EP-A 229026 se adsorbuje faktor IX na imobilizovanou
protilatku a eluuje se gradientem soli. Problémem je, zZe
pouzité eluéni podminky disociuji nejen faktor 1X, ale také
heparin, popfipadé protilatku, které se proto vyskytuji

v kone&éném produktu jako nedistoty.

Dale je znamo, zZe koncentrit srazecich faktord, obsa-
hujici faktory II, VII, IX a X, miZze byt chromatografii na
hydrofobni matrici zbaven virovych antigent, pficemz se an-
tigen hydrofobné vaZe na matrici, zatimco srazeci faktory
prochazeji matrici pfi zachovani jejich biologickych aktivit
/¥ .Vir.Meth.,3, 213-228/1981//.

Uloha vynalezu spodivd v nalezeni chromatografického
zptisobu, ktery nemd uvedené nevyhody a umozZiuje snadné zis-
kani faktoru IX z vodné smési, kterd obsahuje je$té dalsi
prot@iny, zejména plaZmozymogen, nebo na vitaminu K zavislé

proteiny, a jeho zpracovani na farmaceuticky preparat

Podstata_ vynédlezu

Vy$e uvedeny tkol byl vyfesSen vypracovanim
zptisobu, jehoZ podstata spoc¢ivd v tom, Ze se
- plagma nebo frakce plammy, obsahujici faktor 1X,podrobi
aniontovyménné chromatografii,
- navézany faktor IX se eluuje pfi vodivosti, ktera je
maximdlné o 20 % nizs$i,nez pri chromatografii,
- eluovany faktor IX se podrobi za pritomnosti detergentu,

vybraného ze skupiny,zahrnujici z anionickych tenzida




sulfatovany oxyethylovany alkylfenol, sulfatovany
lauryletheralkohol, dodecylbenzensulfonat sodny,
2-sulfoethyloleat sodny, N-methyl-N-oleylethanolsulfonat
sodny, dodecylsulfat sodny, cholat sodny, deoxycholat
sodny, dodecylsulfonat sodny a dodecyl-N-sarconisat sod-
ny ; z kationickych tenzidt dodecyldimethylbenzylamonium-
chlorid, oxyethylované aminy, cetyltriethylamoniumbromid,
tetradecylamoniumbromid, dodecylpyrimidiniumchlorid a
hexadecyltrimethylamoniumchlorid ; z amfolytickych tenzidl
dodecyl-p-alanin, kyselinu N-dodecylaminoethansulfonovou,
palmitoyllysolecitin a dodecyl-N-betain,a z neionickych
tenzid kondengity ethylenoxidu a propylenoxidu,
oxyethylovany alkylfenol, parcidlni estery mastnych
kyselin Cy5_5, @ hexitol anhydridi, polyoxyethylované
derivaty parcidlnich esterli, ziskanych adici polyoxyethy-
lenovych fetézct na neesterifikované hydroxyly, polyoxy-
ethylenové parcialni estery mastnych kyselin a polyoxy—

ethylenove ethery mastn}'ch alkoholi, amonto uumc ehroma io‘r‘dfll,
nqra‘!qn akln IX se ehuo e pA; w :Vnh klerd je meximd [né 0 20% WSl nez ,,,

!
- v eluatu, obsahujicim faktor IX, se inaktivuji eventualné
pritomnd infekéni agens a

- hydrofobni chromatografii se oddéli faktor IX .

Vynédlez je zaloZen na poznani, Ze srazeci faktor IX se
selektivné adsorbuje z vodného roztoku, ktery ma vysokou vo-
divost, na matrici, majici hydrofobni vedlej$i retézce, za
pritomnosti plazmazymogenu nebo na vitaminu K zavislého pro-
teinu. Toto je prekvapujici, nebot uvedené proteiny maji po-
dobné fyzikalné-chemické vlastnosti. Tato selektivni adsorp-
&ni schopnost faktoru IX miZe byt pouzita k ziskéni faktoru
IX.
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Eluce se provadi, jak je to béZné u hydrofobni chroma-
togafie, pfi niZzSich vodivostech nez adsorpce. Vyhodné se
eluce provadi pri vodivosti, kterda je maximalné o 20 % nizZ-

Si.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Z 10 litrt lidské krevni plagmy se ziskd metodou podle
Brummelhuise /Methods of Plasma Protein Fractionation, ed.
JM Curling, str. 117, Acad. Prass. 1980/ prothrombinovy kom-
plgx /krevni srazeci faktory II, VII, IX a X/ adsorpci na
DEAE-Sephadexu. Po ml prothrombinového komplexu /3669 m.j.
faktoru II, 2858 m.j. faktoru IX a 2734 m.j. faktoru X/
1000 mM NaCl, 15 mM citrat sodny, PH 7/, pri¢emZz vodivost je
v rozmezi 60 - 120mA.
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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. Spe-
cifickd aktivita faktoru IX &ini 19,7 m.j. faktoru IX /mg
proteinu. Faktory II a X vykazovaly aktivitu niZ$i neZ 20

% vychozi aktivity.
Priklad 2

50 ml prothrombinového komplexu se chromatografuje
analogicky prikladu 4, jako material sloupce se vSak pouzije
45 ml methakrylatového polymeru s fenylskupinami /Toyopearl
Phenyl 650 M/ TOSO HAAS, Stuttgart//, ktery byl ekvilibrovan
s 1,4M siranem amonnym. Eluce faktoru IX se provadi 0,2M si-

ranem amonnym.

Vytézek faktoru IX &ini 48 %o vychozi aktivity a speci-

fickd aktivita ¢ini 27,2 m.j. faktoru IX/mg proteinu.
Priklad 3

150 ml prothrombinového komplexu se predéisti bomoci
dextransulfatu /Miletech a spol., Analytical Biochemistry
105, 304 /1980//. 20 ml eluatu /912 m.j. faktoru IX, 160
m.j. faktoru Y /se analogicky pifikladu 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 promyti impregnované-
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ho gelu 120 ml pufru A se eluuje faktor IX,obsahujici frakce
80 ml 250 molarniho roztoku NaCl.

Vytézek faktoru IX <¢&ini asi 54 % vychozi aktivity.
Specificka aktivita je 186 m.j. faktoru IX/mg proteinu. Fak-
tor X byl stopovy.

Priklad 4

50 ml prothrombinového komplexu se déli analogicky
pfikladu 1 pomoci hydrofobni chromatografie. Bezprostredné
pred nanesenim na 35 ml hydrofilniho vinylpolymeru s butyl-
skupinami /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 zptsobu.

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

Faktor X byl stopovy.
Priklad 4

50 ml prothrombinového komplexu se déli analogicky
prikladu 1 pomoci hydrofobni chromatografie. Bezprostiedné
pred nanesenim na 35 ml hydrofﬂniho vinylpolymeru s butyl-
skupinami / 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 zpisobu.

Vytézek faktoru IX ¢&ini asi 83% vychozi aktivity

a specificka aktivita ¢ini 24,1 m.j. faktoru IX/mg proteinu.



P¥fiklad 5

Pro inaktivaci eventuidlnich pfvodcti chorob se
2 g lyofilizovaného prothrombinového komplexu zahrivaji zpi-
sobem podle EP-A-0159311 po dobu 10 hodin na 60 OC za zvyse-
ni parcidalniho tlaku vodni pary. Nakonec se provede hydro-
fobni chromatografie na 20 ml agarozového polymeru s oktyl-

skupinami /Octlyl-Sepharose-CL-4B/.

Vytézek faktoru IX &ini asi 63% vychozi aktivity. Spe-

cifickd aktivita &ini 32 m.j. faktoru IX/mg proteinu.

Timto zpusobem ziskany pripravek faktoru IX se mlizZe
zpracovat pomoci klasickych metod na farmaceuticky preparat
faktoru IX , ktery je oproti znamym prepardtiim podstatné

zlepsSeny.

Ziskany pripravek faktoru IX se po eluci na Octyl-
-Sepharose-CL-4B dialyBuje proti pufru, obsahujicimuw 10 mM
TRIS a 150 mM NaCl, nastavi se na 50 E faktor IX/ml, smisi
se s heparinem a 1lyofilizuje se. Lyofilizovany preparat je
stabilni p¥i skladovani a miZe se kdykoli pomoci vody pro
injekce rekonstruovat na farmaceuticky preparat faktoru IX,

schopny okamzité aplikace.,
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PATENTOVE NAROKY

Zpisob igolace sraZzeciho faktoru IX pro vyrobu
farmaceutického preparatu, obsahujiciho srazeci faktor IX,
vyznacujici se tim, Ze se
- plamma nebo frakce pla®my, obsahujici faktor IX,podrobi

aniontovyménné chromatografii,

- navazany faktor IX se eluuje pfi vodivosti, ktera je
maximalné o 20 % niZzs$i neZ pfi chromatografii,

- eluovany faktor IX se podrobi za pritomnosti detergentu,
vybraného ze skupiny, zahrnujici z anionickych tenzidud
sulfatovany oxyethylovany alkylfenol, sulfatovany
lauryletheralkohol, dodecylbenzensulfonidt sodny,
2-sulfoethyloleit sodny, N-methyl-N-oleylethanolsulfonat
sodny, dodecylsulfit sodny, cholat sodny, deoxycholat
sodny, dodecylsulfonadt sodny a dodecyl-N-sarconisat sod-
ny ; z kationickych tenzid dodecyldimethylbenzylamonium-
chlorid, oxyethylované aminy, cetyltriethylamoniumbromid,
tetradecylamoniumbromid, dodecylpyrimidiniumchlorid a
hexadecyltrimethylamoniumchlorid ; z amfolytickych tenzidd
dodecyl-B-alanin, kyselinu N-dodecylaminoethansulfonovou,
palmitoyllysolecitin a dodecyl-N-betain,a z neionickych
tenzid kondensaty ethylenoxidu a propylenoxidu,
oxyethylovany alkylfenol, parcialni estery mastnych
kyselin Cy5_55 a hexitol anhydridd, polyoxyethylované
derivaty parcialnich estert, ziskanych adici polyoxyethy-
lenovych retézct na neesterifikované hydroxyly, polyoxy-
ethylenové parcialni estery mastnych kyselin a polyoxy-
ethylenové ethery mastnych alkoholi, am'anfovy'mfnne’ chrome faarlf "‘./

. o &) Eid

- . . 4 . . -
- nqrq'zqna' faltlo;- IX se e/auje pFi rodirest:, klera Je maximale o 20%
nigsl ned pFy C/)"Dmioarafr'{,
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- v eluatu, obsahujicim faktor IX,se inaktivuji eventuelné
pritomna infekéni agens a

- hydrofobni chromatografii se oddéli faktor IX
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-navazany faktor se eluuje,

-v eludtu, obsghujicim faktor IX,se inaktivuji popfipadé
pritomna in ¢ni agens a ‘

zpracyje na farmaceuticky preparat. \
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