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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy uzyskiwania z frakcji osocza ludzkiego preparatu aktywnego hemostatycz-
nie oraz preparatu aktywnego hemostatycznie zawierajgcego VWF, otrzymany sposobem weditug wy-
nalazku.

Choroba von Willebranda jest zaburzeniem koagulaciji krwi, ktére przeciwnie niz hemofilia A lub B,
objawia sie krwawieniem w tkankach miekkich, zwtaszcza w btonie sluzowej. Jak stwierdzono, przyczy-
na tej choroby jest brak czynnika von Willebranda (vVWF). Obecnie czynnik ten jest dostarczany pacjen-
tom za posrednictwem preparatow czynnika VI, ktére zawierajg rowniez vVWF. Jednakze czesto jakos¢
podawanych preparatéw jest niezadowalajaca i ilos¢ podawanego VWF jest zbyt niska. Chociaz znane
sg preparaty VWF uzyskanego sposobami inzynierii genetycznej, to jednak nadal istnieje pilna potrzeba
opracowania wydajniejszych sposobdéw oczyszczania VWF z krwi lub osocza dawcy.

Z europejskiego opisu patentowego nr EP 0 934 748 znany jest VWF o wysokiej czystosci, ktory
zawiera przynajmniej 15% multimeréw vVWF, sktadajacych sie z 13 lub wiecej protomeréw (multimery
HMW-VWF). Wynik ten osiggnieto dzieki zastosowaniu wielostopniowego oczyszczania chromatogra-
ficznego, przy czym zamiast krioprecypitacji zastosowano saczenie molekularne w trybie wydzielania
grupowego. Dezaktywacje wiruséw w preparacie VWF uzyskiwano, na przykiad, przez zastosowanie
rozpuszczalnikéw i detergentdw oraz obrébki cieplnej liofilizowanego preparatu przez 72 godziny
w temperaturze 80°C.

W pracach Josica i wspotautorow, ,Purification of factor VIII i vWF from human plasma by
anion-exchange chromatography”, Journal of Chromatography B, 662 (1994) str. 181-190; oraz
Schwinna i wspofautorow, ,A Solvent/Detergent Treated, Pasteurized and Highly Purified Factor VIII
Concentrate”, Arzneimittel-Forschung 1 Drug Research 44 (1), 2, 188-191 (1994) przedstawiono
oczyszczanie kompleksow czynnika VIII/VWF, ktére realizowano na podtozach jonowymiennych oraz
dezaktywacje wiruséw w dwéch, niezaleznych od siebie, etapach. Rozpuszczalniki/detergent wprowa-
dzano oraz pasteryzacje (10 godzin w 63°C) prowadzono w obecnosci stabilizatoréw. Mimo, ze
w wyniku pasteryzacji czynnik VIII niemal nie ulega denaturacji (95% aktywnosci resztkowej), to vVWF
zmienia sie, zaréwno pod wzgledem aktywnosci, jak i typéw uzyskanych multimeréw (85% antygenu
resztkowego), co wiecej nastepuje znaczne zmniejszenie liczby multimeréw o wysokiej masie cza-
steczkowej, prowadzac do uzyskania preparatu o stosunku antygenu do aktywnosci VWF na poziomie
2,2 (stosunek aktywnosci do antygenu = 0,5).

Z opisu patentowego Standw Zjednoczonych Am. Pin. nr US 5 714 590 znany jest sposob
oczyszczania kompleksow czynnika VIII z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej. W tym eta-
pie oczyszczania chromatograficznego zastosowano ztoze w kolumnie EMD-TMAE-Fractogel, uzyte
réwniez w etapie sgczenia molekularnego. Natomiast do dezaktywacji wirus6w zastosowano rozpusz-
czalnik/detergent. W tym rozwigzaniu nie przedstawiono obrobki cieplnej preparatu. Otrzymany pro-
dukt zawiera dodatkowo VWF, przy czym stwierdzono tylko antygenowos$¢ vWF.

Celem wynalazku jest opracowanie takiego sposobu oczyszczania czynnika VWF z osocza
ludzkiej krwi, ktéry zapewni otrzymanie preparatu VWF o lepszej jakos$ci i skutecznosci.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb uzyskiwania z frakcji osocza ludzkiego preparatu aktyw-
nego hemostatycznie, zawierajgcego czynnik von Willebranda, vVWF, obejmujacy etap, w ktérym:

i) oczyszcza sie chromatograficznie frakcje osocza zawierajgcg VWF, na podtozu anionowymie-
nym; zawierajgcym grupy anionowymienne na szczepionych strukturach polimerowych: materiaty
tentacle, zbierajacych frakcje zawierajacg VWF,

charakteryzujgcy sie tym, ze nastepnie

i) oczyszcza sie uzyskang frakcje stosujgc chromatografie wykluczenia wg wymiaréw, SEC,
uzyskujac oczyszczony preparat stabilny termicznie, zawierajacy VWF, po czym

iii) liofilizowany preparat ogrzewa sie do temperatury wyzszej niz 80°C dezaktywujgc wirusy.

Korzystnie uzyskuje sie w analizie wykluczenia wg wymiaréw HPLC tylko jeden pik zaréwno dla
preparatu stabilnego termicznie jak i preparatu ogrzewanego.

W korzystnym rozwigzaniu preparat ogrzewa sie w temperaturze wyzszej niz 90°C, korzystnie
w temperaturze 100°C.

W innym korzystnym rozwigzaniu sposobu wedtug wynalazku preparat ogrzewa sie przez przy-
najmniej 1 do 5 godzin, korzystnie 2-3 godziny.

Korzystnie dodatkowo oczyszcza sie frakcje stosujac przynajmniej jeden etap adsorpcji i/lub
chromatografii powinowactwa.
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Korzystnie prowadzi sie etap oczyszczania stosujac SEC jako ostateczne oznaczenie wielkosci
oczyszczanego biatka.

Zgodnie z korzystnym rozwigzaniem sposobu wedtug wynalazku prowadzi sie oczyszczanie
frakcji z zebranego osocza ludzkiego.

W innej odmianie, przedmiotem wynalazku jest preparat aktywny hemostatycznie zawierajacy
VWF, ktéry jest otrzymany sposobem wedtug wynalazku.

Korzystnie preparat jest wolny od zakazenia wirusami, zwlaszcza HIV, HBV, HCV, HAV
i parvowirusami.

W korzystnym rozwigzaniu preparat zawiera VWF o wysokiej masie czasteczkowej i wykazuje
w analizie elektroforetycznej minimum 13 sposréd 16 multimerycznych prazkéw.

Korzystnie stosunek aktywnosci VWF mierzonej jako aktywnos¢ kofaktora rystocetyny do ozna-
czenia antygenu VWF wynosi przynajmniej 0,8.

Preparat wedtug wynalazku korzystnie zawiera ponadto czynnik VIII w postaci natywne;j.

W kolejnym korzystnym rozwigzaniu preparat zawiera na poziomie nizszym niz granica wykry-
walnosci immunochemicznej: immunoglobuliny, fibrynogen, fibronektyne i inhibitor inter-a-trypsyny.

Korzystnie preparat wedtug wynalazku zawiera vVWF w postaci natywnej, wolnej od fragmentow.

Wsréd korzystnych materiatéw tentacle, ktére mogg byé stosowane w sposobie wedtug wyna-
lazku mozna wymieni¢ te przedstawione w europejskim opisie patentowym nr EP 0 337 144. Korzyst-
ne materialy tentacle obejmujg polimery poliakryloamidowe szczepione na diolach Fractogel (dostar-
czane przez firme Merck, Darmstadt, Niemcy).

Wynalazek zostat przedstawiony na rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia wykres stabilnosci
produktu otrzymywanego sposobem wedtug wynalazku w poréwnaniu do produktéw oczyszczonych
jedynie za pomocg chromatografii jonowymienne;.

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze zawarto$¢ czynnika VWF w produkcie otrzymanym zgodnie ze
sposobem wedtug wynalazku jest bardzo duza, w poréwnaniu do poziomu czynnika VIIl. Dzieki zasto-
sowaniu etapu saczenia molekularnego (chromatografii wykluczenia wg wymiaréw), sposob wediug
wynalazku umozliwia usuniecie inhibitora inter-a-trypsyny, jak réwniez innych czynnikéw, ktére powo-
dowaty obnizenie jakosci produktéw otrzymywanych znanymi sposobami. Sekwencja etapéw chroma-
tograficznych wedtug wynalazku zapewnia otrzymanie preparatow zawierajacych vVWF o bardzo duzej
stabilnosci. Frakcja zawierajgca VWF, otrzymywana sposobem wedtug wynalazku) okazata sie nie-
oczekiwanie bardzo stabilna przy przechowywaniu w roztworach wodnych w temperaturze otoczenia
przez dtuzszy czas (pomiary byly realizowane w okresie do tygodnia). Ponadto, preparat wedtug wy-
nalazku zawiera vVWF w formie natywnej, wolnej fragmentow.

Zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku, preparat stabilny termicznie moze byé ogrzewany.
Dzieki temu uzyskuje sie dezaktywacje wiruso6w groznych przy transfuzji krwi i preparatéw kriopo-
chodnych, zwtaszcza wirus6w bez powtoki lipidowej, takich jak parvowirusy i wirusy wywotujgce zot-
taczke typu A.

Niespodziewanie stwierdzono, ze aktywnosé produktu otrzymanego sposobem wedtug wyna-
lazku zasadniczo nie ulega obnizeniu w wyniku zastosowanej obrébki termicznej,

Liczba multimerdw i ich rozktad jest miarg podobienstwa vWF do natywnego VWF wystepujace-
gOo W 0SOCZu.

Zastosowanie komplekséw czynnika VIl i VWF do leczenia choroby Willebranda jest szczegol-
nie wskazane.

Wynalazek zostat opisany bardziej szczegétowo w ponizszych przyktadach.

Przyktady

Okoto 47 kg krioprecypitatu poddano dziataniu 15% (udziat masowy) 2% (udziat masowy) roz-
tworu wodorotlenku glinu. Po odwirowaniu prébke poddano dziataniu 0,3% TnBP /1% Triton X 100
w celu dezaktywacji wirusOw. Po ekstrakcji olejowej prébke poddano chromatografii anionowymiennej
stosujac jako podtoze Fractogel (zel tentacle dostarczony przez firme Merck, Darmstadt, Niemcy).

Zastosowano nastepujace bufory:

Bufor AM, pierwszy etap ptukania:

120 mM NacCl, 10 mM cytrynianu sodu, 120 mM glicyny, 1 mM CacCl,, pH 6,9-7,1; osmolalnosc:
360-400 mosmol/kg.

Bufor BM, drugi etap ptukania:

235 mM NacCl, 10 mM cytrynianu sodu, 120 mM glicyny, 1 mM CaCl,, pH 6,9-7,1; osmolalnos¢:
570-610 mosmol/kg.



4 PL 203 508 B1

Bufor CM, elucja:

700 mM NacCl, 10 mM cytrynianu sodu, 120 mM glicyny, 1 mM CaCl,, pH 6,9-7,1; osmolalnos¢:
1380-1480 mosmol/kg.

Bufor DM, trzeci etap ptukania:

1,5 M NaCl.

Frakcje wykazujace aktywnos¢ VWF/FVIII poddano chromatografii wykluczenia wg wymiaréw,
SEC, stosujac jako ztoze Fractogel EMD Bio SEC (dostarczony przez firme Merck, Darmstadt, Niem-
cy). Po ultra-/diafiltracji, uzyskano preparat o nastepujacym sktadzie: 400 mM NaCl, 10 mM cytrynian
sodu, 1 mM CacCl,, 133 mM glicyna, 1% sacharoza.

Nastepnie w celu sterylizacji preparatu przeprowadzono saczenie. Preparat umieszczono
w fiolkach i poddano liofilizacji, a nastepnie ogrzewaniu w temperaturze 100°C przez 120 min.

Na fig. 1 wykazano stabilno$¢ produktu otrzymanego sposobem wedtug wynalazku w poréwna-
niu do produktow oczyszczanych jedynie za pomoca chromatografii jonowymiennej. Otrzymany
w wyniku chromatografii jonowymiennej, produkt wedtug wynalazku zostat poddany chromatografii
wykluczenia wg wymiaréw, SEC. Stwierdzono ponadto, ze produkt wedlug wynalazku, nawet przy
przechowywaniu przez 7 dni w temperaturze pokojowej, w roztworze wodnym bez heparyny, lub
w obecnosci heparyny, zachowuje 80% swej aktywnosci, podczas gdy produkty niepoddane SEC,
zachowuja po tym samym czasie tylko 20% wyjsciowej aktywnosci.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb uzyskiwania z frakcji osocza ludzkiego preparatu aktywnego hemostatycznie, za-
wierajgcego czynnik von Willebranda, vVWF, obejmujacy etapy, w ktérych:

i) oczyszcza sie chromatograficznie frakcje osocza zawierajgca VWF, na podtozu anionowymie-
nym zawierajagcym grupy anionowymienne na szczepionych strukturach polimerowych: materiaty ten-
tacle, zbierajgcych frakcje zawierajgcg VWF, znamienny tym, ze

i) oczyszcza sie uzyskang frakcje stosujgc chromatografie wykluczenia wg wymiaréw, SEC,
uzyskujgc oczyszczony preparat stabilny termicznie, zawierajacy VWF, po czym

iii) liofilizowany preparat ogrzewa sie do temperatury wyzszej niz 80°C dezaktywujgc wirusy.

2. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze uzyskuje sie w analizie wykluczenia wg wy-
miaréw HPLC tylko jeden pik zaréwno dla preparatu stabilnego termicznie jak i preparatu ogrzewanego.

3. Spos6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze preparat ogrzewa sie w temperaturze wyzszej
niz 90°C, korzystnie w temperaturze 100°C.

4. Sposob wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, ze preparat ogrzewa sie przez przynajm-
niej 1 do 5 godzin, korzystnie 2-3 godziny.

5. Sposéb wedtug zastrz. 1 do 4, znamienny tym, ze dodatkowo oczyszcza sie frakcje stosu-
jac przynajmniej jeden etap adsorpcji i/lub chromatografii powinowactwa.

6. Spos6b wedtug zastrz. 1 do 5, znamienny tym, ze prowadzi sie etap oczyszczania stosujac
SEC jako ostateczne oznaczenie wielkosci oczyszczanego biatka.

7. Spos6b wedtug zastrz. 1 do 6, znamienny tym, ze prowadzi sie oczyszczanie reakcji z ze-
branego osocza ludzkiego.

8. Preparat aktywny hemostatycznie zawierajagcy VWF, znamienny tym, ze jest (trzymany
sposobem okreslonym w zastrz. 1-7.

9. Preparat wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze jest wolny od zakazenia wirusami, zwlasz-
cza HIV, HBV, HCV, HAV i parvowirusami.

10. Preparat wedtug zastrz. 8 albo 9, znamienny tym, ze zawiera VWF i wysokiej masie cza-
steczkowej i wykazuje w analizie elektroforetycznej minimum 3 sposréd 16 multimerycznych prazkow.

11. Preparat wedtug zastrz. 8 do 10, znamienny tym, ze stosunek aktywnosci VWF mierzonej
jako aktywnos¢ kofaktora rystocetyny do oznaczenia antygenu VWF wynosi przynajmniej 0,8.

12. Preparat wedtug zastrz. 8 do 11, znamienny tym, ze zawiera ponadto czynnik VIl w posta-
ci natywnej.

13. Preparat wedtug zastrz. 8 do 12, znamienny tym, ze zawiera na poziomie nizszym niz gra-
nica wykrywalnosci immunochemicznej: immunoglobuliny, fibrynogen, bronektyne i inhibitor inter-o.-
-trypsyny.
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14. Preparat wedtug zastrz. 8 do 13, znamienny tym, ze zawiera VWF w postaci natywnej, wol-

nej od fragmentéw.
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