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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade
af den i krav 1's indledning angivne art til fjernelse eller
koncentrering af hepatitisvirus fra blandinger af biologiske
materialer.

Hepatitisvirus type B,ogs& kendt som serumhepatitis,
spredes af biologiske materialer sdsom blod, plasma, serum, urin
og fzkalier. Type B hepatitis kén sdledes spredes af plasmafrak-
tioner der bruges i terapeutisk ¢jemed. Det kan ogsa vare til ste-
de i kloakvand og andre slags spildmaterialer indeholdende biolo-
giske materialer i tilstrakkelig mengde til at sprede sygdommen.

Hepatitisvirus type B kan opdages ved immunologiske
metoder med relation til strukturen af virusets overfladeantigen,
HBsAg, hvilket antigen ogsa kendes som Australia antigen, Au-an-
tigen.

De metoder til opdagelse af Au-antigen, som har vearet
anvendt under de arbejder der har fgrt til den foreliggende op-
findelse, er fglgende:

Ausria II 125, radioimmunologisk prgvesst, Abbott Lab-
oratories, North Chicago, USA;

Hepanosticon, reverseret hamagglutinationsprgvesat,
Organon, Oss, Holland;

Immunodiffusion, ID, Berg et al., Vox Sang. Vol.22 (1972),
side 1;

Immunoelectro-osmoforesis, IEOP, Hansson og Johnsson,
Vox Sang. Vol.21l (1971), side 531.

Ved anvendelse til afprgvning af blodprgver har Ausria-
testen den hgjeste fglsomhed, men ved undersggelse af fraktioner
af biologisk materiale stiger ngjagtigheden ved wvurderingen af
virkningen af de gennemfgrte trin, hvis der udfgres yderligere
prgver med udnyttelse af et andet prgvesystem.

Ved at man i hospitalsrutiner kun forlader sig pa god-
kendte bloddonorer som er hepatitisnegative i henhold til den mest
fplsomme prgvemetode, er det muligt at nedsatte risikoen for over-
fgrelse af hepatitis vasentligt. P& denne madde forbliver en ve-
sentlig del af de til r&dighed stdende mangder blod uudnyttede,
og stoffer der kan tilpasses til teknologi i industriel mdlestok
samt en metode der egner sig til industriel plasmafraktionering
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til selektiv fjernelse af hepatitisvirus vil sdledes kunne sikre
en forbedret forsyning for hospitaler af blodserum, plasma og plas-
mafraktioner.

Selv om prgvefglsomheden er blevet vasentligt forbedret
ved radioimmunoprgvningsteknikken, er der stadigvak en risiko til-
_bage for at der kan vare hepatitis til stede i blod- og plasmafrak-
tioner, ogsi efter et negativt prgveresultat. Koncentrering af he=-
patitisvirus i henhold til den foreliggende opfindelse gg¢r det mu-
ligt at teste starkt koncentrerede prgver, hvorved ngjagtigheden
af det anvendte hepatitisprgvesystem forbedres starkt. I et mgde
i New York i American Chemical Society i august 1972 prasenterede
S. E. Charm og B. L. Wong en fremgangsmade til fjernelse af he-
patitisvirus fra blodplasma under anvendelse af gede-antistoffer
mod hepatitisvirus. Denne undersggelse er blevet offentliggjort
i Biotech. Bioeng. bind 16 (1974), side 593. En udnyttelse i tek-
nisk midlestok af denne metode er kraftigt reduceret af den be-
gransede tilgang af antistoffer. Desuden m& risikoen for udludning
afrimmunogent materiale fra antistofbareren tages i betragtning
i det omfang fremgangsmdden anvendes pd fraktionering af plasma
af human oprindelse og de resulterende plasmafraktioner skal bru-
ges pa hospitaler.

Fra en afhandling af Neurath et al. i J.gen.Virol. 19,
391-395 (1973) er det kendt at man kan fjerne eller koncentrere
hepatitisvirus B fra blandinger af biologiske materialer ved at
bringe den hepatitisvirusholdige blanding i bergring med et
vandpermeabelt materiale hvortil der kovalent er bundet en 1li-
gand bestdende af concanavalin A, et lectin der er isoleret
fra frg af den arteblomstfamilien tilhgrende plante Canavalia
ensiformis ("jack beans"). Concanavalin A er imidlertid starkt
toxisk, og af den grund samt p& grund af risiko for lzkage fra
gelen kan en pd basis af denne kendte teknik frembragt gel ik-
ke bruges teknisk til fremstilling af proteinfraktioner befri-
et for hepatitisvirus og beregnet til klinisk anvendelse.

Det er opfindelsens formé&l af afhjazlpe de beskrevne
ulemper ved kendt teknik under anvendelse af substanserne der
er let tilgengelige for fremstilling i teknisk mé&lestok under
anvendelse af i og for sig kendte syntesemetoder, stoffer der
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ikke indeholder immunogent materiale har hgj og specifik affi-
nitet til hepatitisvirus og sdledes at reaktionen mellem sub-
stanserne og hepatitisvirus er hurtig og irreversibel, hvor-
ved der ikke er nogen risiko for udludning eller "lakning" i
hdndteringen af de i det fglgende beskrevne pra&parater efter
at hepatitisvirus er blevet bundet dertil.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen er ejendommelig
ved det i krav 1's kendetegnende del anfgrte.

Alle de undersggte kovalente bindinger

-0-C-NH - ; -0~-C=NH=-NH - ;
n "

NH NH
- - -— -— . - - - - - - _Co_
NH (CH2)2_6 NH ; C 0o NH H NH

viste sig ®kvivalente med hensyn til de opndede resultater angéa-
ende binding af viruset, og var afgjort mindre vasentlige for dis-
se resultater end strukturen af liganden.

Ogsd typen af det vandpermeable matrix-materiale,
nemlig polyakrylamid eller agarose - eventuelt tvaerbundet med
bisepoxyd, glutarsyrealdehyd, divinylsulfon, dibrompropanol
eller epiklorhydrin - er mindre betydningsfuld end liganden.

I h¢j grad afggrende for affiniteten til hepatitisvirus
er den hydrofobe karakter af liganden, hvilket fremgdr af omsta-
ende tabel der summarisk gengiver resultater af undersggelser over
fijernelse af hepatitisvirus fra humant plasma forurenet dermed.

Serlig kraftig binding af hepatitisvirus opnds man hvis
man ifglge opfindelsen anvender det i krav 2 angivne konjugat,
det i krav 3 angivne konjugat, det i krav 4 angivne konjugat,
det i krav 5 angivne konjugat, det i krav é angivne konjugat,
det i krav 7 angivne konjugat eller det i krav 8 angivne kon-
jugat. Denne kraftige binding ses af omstdende tabel, der vi-
ser binding af hepatitisvirus fra sterkt Au-positivt humant
plasma.

Der har varet brugt nogle fa matrixmaterialer, og 1li-

ganderne har vaeret starkt varierede.
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Affiniteten for hepatitisvirus til praparaterne bestem-

tes ved de ovenfor angivne immunologiske prgvemetoder. En kraftig

og fuldstandig binding af hepatitisvirus til et praparat angives
i tabellen ved tegnet -, hvilket betyder at der ikke er noget

hepatitisvirus konstaterbart i plasmaprgven efter behandlingen.

Angivelsen + angiver uvasentlige tilbagevarende mangde hepatitis-

virus i plasmaprgven; -++ angiver uandret eller kun svagt nedsatte

mengder Au-antigen i plasmaprgven efter behandlingen.

Resultaterne fremgér af nedenstaende tabel."Sepharose"®

er et agaroseprodukt.

Ligand/kulstofkade

Au-antigen i plasmaprgven
efter behandling

——— - ———— " - v - - -

Serie I; matrix: "Sepharose“@§4B

glycyl-DL-fenylalanin
cykloheptylamin

. fenylatylamin
hexametylendiamin= benzoesyre
hexametylendiamin~ heptansyre
hexametylendiamin=- ravsyre
hexametylendiamin- ftalsyre
oktylamin

decylamin

dodecylamin

oktadecylamin
hexametylendiamin-oktylravsyre
cysteamin-oktylravsyre (eks. 11)

hexametylendiamin~naftyleddikesyre (eks. 12)

hexametylendiamin-cholesterolhydrogen-
succinat . (eks. 13)

hexametylendiamin-cholsyre (eks. 14)

++
++
++
++
++
++

++
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Serie II; matrix: "Sepharose“@D4B tvarbundet
p& forskellige mader

atylendiamin=-oktylravsyre (eks. 1)
butylendiamin-oktylravsyre (eks. 1)
hexametylendiamin-cktylravsyre (eks. 1)

hexametylendiamin—cdodecylravsyre (eks. 2)

kaprylhydrazid (eks. 3) -
tetradecylamin (eks. 6) -
(2-aminododekan) (eks. 7) -

&tylendiamin-undecen-lo—syre (eks. 8) -

Serie III; matrix: polyakrylamid (fra Bio=-Rad,
Richmond, Californien, USA)

propylen-decylamin ' (eks. 10)

Nogle eksempler tjener til narmere belysning af frem-
gangsmdden ifplge opfindelsen.

Eksempel 1
Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
"Sepharose” ~ (atylendiamin~oktylravsyre)=-konjugat

Aktivering af "Sepharose" ® udfgrtes ved at man omhygge-
ligt vaskede 100 ml vel sedimenteret "Sepharose“®4B mec vanc. Over—
skuddet af vaske fjernedes derefter ved sugningsfiltrering fgr
gelen overfgrtes til en oplgsning af 4 g cyanogenbromid i 100 ml

destilleret vand. Efter zkvilibrering i 15 minutter under omrg-
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ring og isafkg¢ling aktiveredes gelsuspensionen ved pH 11,0 i 6-7
minutter. pH-Vardien holdtes konstant ved tilsatning af 4 M natri-
umhydroxyd.

Til tilkobling af atylendiaminen vaskedes den aktiverede
gel pad et glasfilter med kold 0,5 M natriumbikarbonat/karbonat-
oplgsning, pH 9,8, fgr overfgring til en oplgsning af 10 g atylen-
diamin i 100 ml destilleret vand hvis pH-vardi var blevet regu-
leret til 9,8 med koncentreret saltsyre. Reaktionsblandingen hen-
stod under omrgring i 20 timer ved stuetemperatur. Det resulteren-
de gelprodukt vaskedes grundigt.

25 ml1 af den vandige suspension af den resulterende
spacer-gel (gel med brodannende grupper) -
suspenderedes i 20 ml dioxan. Der tilsattes drdbevis en frisk op-
lgsning af 6 g oktylravsyreanhydrid i 60 ml dioxan under omrgring
ved stuetemperatur. pH-Vardien holdtes mellem 7,5 og 8 ved til-
setning af en tynd natriumhydroxydoplgsning. Adsorbenten vaske-
des grundigt med dioxan, dioxan/vand 2:1, vand, 1 M natriumklorid '
og en puffer bestdende af 0,05 M TRIS, 0,02 M natriumcitrat og
0,10 M natriumklorid, pH 7,5. I det fglgende omtales denne puffer
som testpufferen.

Udbyttet af koblingen, regnet p& m@ngden af oktylrav-
syre, bestemtes ved protonmagnetisk resonans (HA 100) og viste
sig at vare 4,8%.

Man kan bruge 1,4-diaminobutan eller 1,6-diaminochexan

i stedet for atylendiamin med tilsvarende resultater.

Au~-antigen-test

Der brugtes en portion Au-antigen—positivt plasma med
en titer pd 1:64 ifglge IEOP og 1:32 ifglge ID som udgangsmateri-
ale. Titervardierne er anfgrt i forhold til standardantigen.

I hver af seks reagensglas anbragtes der 2 ml Au-anti-
gen-positivt plasma og 2 ml af en suspension af 3 dele grundigt
sedimenteret adsorbent akvilibreret med testpuffer og 1 del af
samme puffer. Prgverne holdtes i bevagelse i henholdsvis 1, 2,

5, 10, 20 og 30 minutter og gelerne fraskiltes ved centrifuge-
ring. De ovenstdende vasker bestemtes vor Au-antigen og viste
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sig negative ved prgver i henhold til ID, IEOP og Hepanosticon.

Eksempel 2

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption
til “Sepharose" ~ -~ (hexametylendiamin-dodecylravsyre) -

konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Til tverbinding af "Sepharose“q§kﬂandedes]DO ml af gelen
med 2 ml epiklorhydrin med 0,5 g natriumborhydrid. Blandingen om- '
rgrtes kraftigt ved 60°C i en time. Gelen vaskedes grundigt med
varmt vand og blandedes med en oplgsning af 0,25 g natriumborhy-

drid oplgst i 50 ml 2 M natriumhydroxyd. Blandingen autoklavere-
des ved 120°C i en time. Derefter vaskedes gelen med en alkalisk
natriumborhydridoplgsning. Der tilsattes langsomt koncentreret
eddikesyre indtil blandingens pH-verdi narmede sig 4. Til slut

vaskedes gelen med en betydelig maengde vand.
Fremstilling af "Sepharose" -hexametylendiamin-

gelen og med en brodannende gruppe skete analogt med det i
eksempel 1 beskrevne.

25 ml af den resulterende gel overfgrtes til et
glasfilter og vaskedes med dioxan/vand 2:1 fgr den blev sugetgr-
ret og overfgrt til en frisk oplgsning af 1 g dodecylravsyre, 1,5
g vandoplgseligt karbodiimid, N—cyklohexyl—N‘-Lé—(N—metylmorfoli-
noetyll7—karbodiimid-p—toluensulfonat i 60 ml dioxan/vand 2:1.
Blandingen omrgrtes ved stuetemperatur i en time fgr den overfgr-
tes til et glasfilter og vaskedes grundigt med dioxan, dioxan/
vand 2:1, 1 M natriumklorid, vand og testpuffer.

Koblingsudbyttet beregnet pd den anvendte mangde fedt-
syre bestemtes ved protonmagnetisk resonans (HA 100) og viste

sig at vare 2,0%.



148874

Au-antigen—-test

Som udgangsmateriale anvendtes der Au~antigen-positivt
plasma med titer 1:128 ifglge ID og IEOP. En kolonne med diameter
1,6 cm og hgjde 1,0 cm pakkedes med gelderivatet @kvilibreret i
testpuffer. Der pumpedes 7 ml af det Au-antigen-positive plasma
i kontakt med gelen med en strgmningshastighed p& 5 ml/time. Test-
pufferen tilsattes med pumpe indtil der ikke langer elueredes
proteinmateriale, hvilket kontrolleredes ved UV-afsggning. Det
opsamlede eluat var negativt ifglge prgverne ID, IEOP og Hepa-
nosticon. Ved hjzlp af trykdialyse koncentreredes eluatet ti gan-
ge og var ogsd herefter negativt ved hepatitisprgverne.

Eksempel 3

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til

“Sepharose"(D—kabrylhydrazid-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Etylkaprylat omdannedes til det tilsvarende hydrazid
ved hydrazinolyse. 10 ml af a@tylesteren blandedes med 10 ml 98%s
hydrazinhydrat. Der tilsattes @tanol (22 ml) som oplgsningsmid-
del indtil reaktionsblandingen klarede, hvorefter oplgsningen
" henstod ved stuetemperatur i 15 timer. Det krystalliserende hy-
drazid frafiltreredes og vaskedes med isvand og med vandigt meta-
nol (1l:1) ved stuetemperatur.

"Sepharose™ 4B aktiveredes som beskrevet i eksempel 1.

Gelen vaskedes med en opldsning af koblingsmidlet og
vakuumfiltreredes. Sammenkoblingen gennemfgrtes ved at man over-
fgrte den aktiverede gel til 100 ml mattet oplgsning af kapryl-
hydrazid oplgst i dimetylformamid (DMF)/0,2 M natriumbikarbonat
1:1. pH-Vardien holdt sig uendret under koblingsreaktionen, der
fandt sted under omrgring ved stuetemperatur i 15 timer. Det re-
sulterende produkt vaskedes grundigt med DMF, DMF/vand 1:1, 1 M



148874

natriumklorid, vand og testpuffer.
Koblingsudbyttet, regnet pd hydrazidet, bestemtes ved

protonmagnetisk resonans (HA 100) og viste sig at vare 2,3%.

Au-antigen—-test

Au~antigen-positivt plasma, titer 1:128 ifglge ID og
IEOP, brugtes som udgangsmateriale. Til 2 ml af en suspension
bestiende af 3 dele grundigt sedimenteret adsorbent zkvilibre-
ret med testpuffer og 1 del af samme puffer sattes der 2 ml Au-
antigen-positivt plasma. Blandingen holdtes i forsigtig bevagel-
se i 30 minutter og gelen fraskiltes ved centrifugering. Den
ovenstiende vaske var negativ med hensyn til Au-antigen ved prg-

verne ID, IEOP og Hepanosticon.

Eksempel 4

Fjernelse af Au-antigen fra albuminoplgsning ved ad-
sorption til "Sepharose” ~(@tylendiamin-oktylravsyre) -

konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Gelkonjugatet fremstilledes analogt med eksempel 1.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale anvendtes der en Au-antigen-positiv
albuminoplgsning, titer 1:64 ifglge ID og IEOP og vundet ved frak-
tionering af Au-antigen-positivt plasma. Adsorptionen foretoges
portionsvis som beskrevet i eksempel 3. Den ovenstdende vaske
prgvedes for Au-antigen og viste sig negativ ved prgverne ID,
IEOP og Hepanosticon.
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Eksempel 5
Fjernelse af Au-antigen fra et koaguleringsfaktorkoncen=-
trat ved adsorption til et "Sepharose" ™ - (atylendiamin-

oktylravsyre)~konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Gelkonjugatet fremstilledes analogt med eksempel 1.

Au-antigen=-test

Der brugtes et Au-antigen-positivt plasma til fraktio-
nering af et koncentrat indeholdende koagulationsfaktorerne II, VII,
IX og X. Der fremstilledes en 1%s proteinoplgsning og den viste sig
ved ID-prgven at have en Au-antigentiter pa 1:32. Til et glasfilter
indeholdende et leje pd 5 ml af gelderivatet akvilibreret i testpuf-
fer sattes der 10 ml af proteintestoplgsningen, og gelen vaskedes
med 3 x 5 ml testpuffer. Eluaterne bestemtes med hensyn til Au-~
antigen ved prgverne ID, IEOP og Hepanosticon og viste sig at

vare negative.

Eksempel 6
Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
et "Sepharose" ®. tetradecylamin-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

"Sqﬂmuose"CDaktiveredes som beskrevet i eksempel 1.

Til koblingsreaktionen sattes 100 ml cyanogenbromid-
aktiveret "Sepharose"“, der var blevet akvilibreret med 95%s ata-
nol og sugningstgrret, til en oplgsning af 22 g tetradecylamin i
100 ml 95%s =tanol. Blandingen henstod ved stuetemperatur under
omrgring i 48 timer. Gelen vaskedes grundigt med varm 95%s a&ta-
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nol, vandig atanol 1:1, 1 M natriumklorid, vand og testpuffer.
Koblingsudbyttet bestemtes ved protonmagnetisk resonans (HA 100)
og viste sig at vare 4,3%.

Au-antigen-test

Au-antigen-positivt plasma, titer 1:128 ifglge ID og
IEOP, anvendtes som udgangsmateriale. Til et glasfilter med et
leje af 10 ml af gelderivatet @kvilibreret i testpufferen sattes
der 35 ml plasma. Materialet vaskedes med 3 x 10 ml testpuffer og
eluaterne bestemtes med hensyn til Au-antigen. Eluaterne viste
sig negative ifglge prgverne ID, IEOP, Hepanosticon og Ausria.

Eksempel 7

Fremstilling af gelderivatet

2-dodekan omdannedes til den tilsvarende amin ved reak-
tion med hydroxylamin, hvilket resulterede i oximen, hvorpa der
foretoges katalytisk hydrogenering og elimination af vand. Den
anvendte "Sepharose"™~ var vundet i henhold til eksempel 1.

Til kobling sattes 100 ml cyanogenbromid-aktiveret gel,
vasket med 95%s atanol og sugetgrret, til en oplgsning af 10 g
2-aminododekan i 100 ml 95%s @tanol. Blandingen henstod under om-
rgring ved stuetemperatur i 48 timer, hvorefter gelen vaskedes
grundigt med varm 95%s atanol, vandig @tanol 1:1, 1 M natriumklo-
rid, vand og testpuffer.

Koblingsudbyttet bestemtes ved protonmagnetisk resonans

(HA 100) og viste sig at vare 1,0%.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale anvendtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:128 ifglge ID og IEOP. Prgven gennemfgrtes som
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beskrevet i eksempel 3 og den ovenstédende vaske viste sig negativ
ved prgvning i henhold til ID, IEOP og Hepanosticon.

Eksempel 8

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til

"Sepharose” “- (@tylendiamin-undecen-10-syre)-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

"S@ﬂﬁmoséJgLatylendiaminen var fremstillet 1 analogi
med det i eksempel 1 beskrevne.

Til en frisk oplgsning af 1,85 g undecylensyre og 2,1
g dicyklohexylkarbodiimid oplgst i 100 ml dioxan sattes der 100
ml "Sqduunse"Qy—atylendiamin—konjugat efter azkvilibrering med di-
oxan og vakuumfiltrering. Gelsuspensionen henstod under omrgring
i 15 timer ved stuetemperatur, vaskedes med dioxan, dioxan/vand
1:1, 1 M natriumklorid og testpuffer.

Koblingsudbyttet, regnet pa fedtsyren, bestemtes ved
protonmagnetisk resonans (HA 100) og viste sig at vare 2,3%.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale brugtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:128 mé&lt ved ID og IEOP. Prgven gennemfgrtes
som beskrevet i eksempel 3. Den ovenstdende vaske viste sig ved

ID, IEOP og Hepanosticon at vare Au-antigen-negativ.

Eksempel 9

Fjernelse af Au-antigen fra plasminogenkoncentrat ved
adsorption til 'Gephmxme"@Qkaprylhydrazid-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Gelkonjugatet fremstilledes som beskrevet i eksempel 3.
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Au-antigen-test

Til 2 ml plasminogenoplgsning sattes der 0,5 ml starkt
Au-positivt plasma, og blandingen var i hgj grad Au-positiv i
henhold til prgverne ID og Ausria. Denne blanding fgrtes gennem
en 4 cm kolonne hvori der var anbragt 10 ml gelkonjugat @kvili-
breret testpuffer. Fraktionerne opsamledes og afprgvedes. Det
plasminogenindeholdende eluat viste sig negativt ved afprgvning
i henhold til ID og Ausria.

Eksempel 10

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
polyakrylamid-(propylen-decylamin)-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

Polyakrylamid ("Biogel" P 300; et i Danmark ikke indre-
gistreret varemarke) henstod til kvaldning i vand og vaskedes
grundigt med 0,05 M natriumfosfatpuffer pH 7,0. Til aktiverings-
processen blandedes 20 ml af gelsuspensionen i puffer (0,5 af
den tgrre gel/25 ml puffer) med 5,0 ml glutardialdehyd og inkube-
redes ved 37°C i 18 timer. Derefter vaskedes gelen grundigt med
dioxan, dioxan/vand 3:2, vand og testpuffer.

Koblingen gennemfgrtes ved at man satte den tgrre gel
til en oplgsning af 3 g decylamin i 30 ml dioxan/vand (60-40%)
pH 8. Blandingen henstod under omrgring ved 4°c i 18 timer hvor-
efter gelen vaskedes med dioxan, dioxan/vand 3:2, vand og test-

puffer.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale brugtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:128 ifglge ID og IEOP. Prgven gennemfgrtes pa
den i eksempel 3 beskrevne made. Ved afprgvningen viste den oven-
stiende vaske sig Au-negativ ved prgverne ID, IEOP og Hepanosti=-

con.
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Eksempel 11
Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
"Sepharose" '~ (cysteamin-~oktylravsyre)-konjugat

Fremstilling af gelderivatet

"Sqdunose"Clcysteamin vandtes ved reduktion af "Sepha-
rose“<)—cystamhu fremstillet i analogi med eksempel 1, med 0,05 M
merkaptoatanol i 0,1 M karbonatpuffer pH 8,5 i en time. Gelen
vaskedes grundigt med karbonatpufferen, vand og til slut dioxan
til en oplgsning af 1,2 g oktylravsyre i 40 ml dioxan sattes der
en oplgsning af 1,84 g dicyklohexylkarbodiimid i 10 ml dioxan
og 25 med "Sepharose"~-cysteamin. Efter to timer med omrgring ved
stuetemperatur tilsattes der yderligere 1,84 g dicyklohexylkarbo-
diimid. To timer senere vaskedes gelen med dioxan. Denne reaktions-
procedure gentoges og fulgtes af grundig vask med dioxan, dioxan/
vand, vand og 0,1 M karbonat pH 8,5. Tilbagevarende tiolgrupper
blokeredes ved behandling af gelen med 60 ml jodacetamid i 45
minutter. Til slut vaskedes gelen med testpuffer.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale brugtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:32 ifglge ID. Adsorptionen skete portionsvis
som beskrevet i eksempel 3. Den ovenstdende vaske afprgvedes for
Au-antigen og viste sig at vare negativ ved prg¢verne ID, IEOP og

Hepanosticon.

Eksempel 12

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
'Seguunse“C)%hexametylendiamin—naftyl—l—eddikesyre)-
konjugat

Fremstilling af gelderivatet
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'Eephmxme"Clhexametylendiamin fremstilledes i analogi
med det i eksempel 1 beskrevne.

25 ml af den resulterende spacergel overfgrtes til et
glasfilter og vaskedes med dioxan/vand 3:2 fg¢r den sugningstgrre-
des og overfgrtes til en frisk oplgsning af 1,1 g naftyl-l-eddi-
kesyre i 30 ml dioxan/vand 3:2. Til gelsuspensionen sattes der
under omrgring 2,65 g vandoplgseligt karbodiimid, N-cyklohexyl-
N'—Lé-(N-metylmorfolinoatyll7-karbodiimid-p—toluensulfonat under
omrgring, og derefter reguleredes pH til 4,8 med fortyndet salt-
syre. Efter en time ved stuetemperatur sattes der endnu en gang
2,65 g vandoplgseligt karbodiimid. Blandingen henstod yderligere
en time under omrgring fgr den overfgrtes til et glasfilter og
vaskedes grundigt med dioxan, dioxan/vand 3:2, 1 M natriumklorid,
vand og testpuffer.

Koblingsudbyttet beregnet pd den anvendte naftyl-l-ed-
dikesyre bestemtes med protonmagnetisk resonans (HA 100) til 3,0%.

Au-antigen-test

———— s 0 o S o o s ot G

Som udgangsmateriale anvendtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:32 ifglge ID og titer 1:64 ifglge IEOP. Ad-
sorptionen skete portionsvis som beskrevet i eksempel 3. Den oven-
st3ende vaske afprgvedes for Au-antigen og viste sig negativ ved

prgverne ID, IEOP og Hepanosticon.

Eksempel 13

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til
"Sepharose" Y- (hexametylendiamin-cholesterolhydrogensuc-—

cinat)-konjugat

"Sqﬁmﬂme"Clhexametylendiamin vandtes ligesom i eksem-—
pel 12,
20 ml af den resulterende spacergel overfgrtes til et
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glasfilter og vaskedes med dioxan, 10% triztylamin i dioxan og
pany dioxan, og derefter sugetgrredes den og overfgrtes til en
frisk oplgsning af 0,5 g cholesterolhydrogensuccinat i 25 ml di-
oxan.

Reaktionen blev sat igang ved tilsatning af 0,35 g di-
:cyklohexylkarbodiimid oplgst i 1 ml dioxan. Koblingen gennemfgr-
tes under omrgring ved stuetemperatur. Efter to timer tilsattes
der yderligere en portion karbodiimid og to timer senere vaskedes
den koblede gel grundigt med dioxan, dioxan/vand, vand og til slut

testpuffer.

Au-antigen-test

Som udgangsmateriale brugtes der Au-antigen-positivt
"plasma med titer 1:64 ifglge iD og 1:128 ifglge IEOP. Adsorptio-
nen skete portionsvis som beskrevet i eksempel 3. Den ovenstien-
de vaske afprgvedes for Au-antigen og viste sig negativ i henhold

til prgverne ID, IEOP og Hepanosticon.

Eksempel 14

Fjernelse af Au-antigen fra plasma ved adsorption til

"Sepharose"” ~ - (hexametylendiamin-cholsyre) -konjugat

Fremstilling af gelderivatet

"Sqimmﬁe"Clhexametylendiamin vandtes ligesom i eksem-

pel 12 og 13. )
Kobling af cholsyre til spacergelen gennemfgrtes som be-
skrevet i eksempel 13, dog med den forskel at 0,5 g cholsyre op-

lgstes i 100 ml dioxan.
Koblingsudbyttet, beregnet pé cholsyrem@ngden, bestem-
tes ved protonmagnetisk resonans (HA 100) og viste sig at vare

5,8%.
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Au-antigen-test

Som udgangsmateriale brugtes der Au-antigen-positivt
plasma med titer 1:32 ifglge ID. Adsorptionen skete portionsvis
som beskrevet i eksempel 3. Den ovenstdende vaske prgvedes for
Au-antigen og viste sig negativt ved prgverne ID, IEOP og Hepa-

nosticon.
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Patentkravw

1. Fremgangsmade til fjernelse eller koncentrering af

hePatitisvirus fra blandinger af biologiske materialer, ved

hvilken man bringer den hepatitisvirus-indeholdende blanding

i bergring med en adsorbent bestdende af et vandpermeabelt
matrixmateriale hvortil der kovalent er koblet en ligand, hvor-
efter adsorbenten fraskilles og hepatitisviruset derpd om ¢gn-
sket fraskilles, k ende t e gn et ved at der som adsorbent
anvendes et matrixmateriale bestdende af eventuelt tvarbundet
agarose eller polyakrylamid hvortil der, eventuelt over en bro,
er koblet en hydrofob ligand bestdende af en kulbrinte med

7-15 kulstofatomer, eventuelt substitueret med karboxy,
hydrazinokarbonyl eller amino, eller et kondenseret ringsystem
bestidende af naftyleddikesyre, cholesterolhydrogensuccinat eller
cholsyre.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende tegnet

ved at adsorbenten bestdr af et agarose-(®tylendiamin-oktylrav-
syre)-konjugat.

3. Fremgangsmdde ifdlge krav 1, k ende tegnet

ved at adsorbenten bestlr af et agarose- (hexametylendiamin-dode-
cylravsyre)-konjugat.

4. Fremgangsmidde ifsdlge krav 1, k endetegnet

ved at adsorbenten bestédr af et agarose-(kaprylhydrazid)-konjugat.
5. Fremgangsmade if¢lge krav 1, k endetegnet

ved at adsorbenten bestlr af et agarose-tetradecylamin-konjugat.
6. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end et egnet

ved at adsorbenten bestdr af et agarose-(hexametylendiamin-naftyl-
eddikesyre)-konjugat.

7. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end et egne t"
ved at adsorbenten bestidr af et agarose- (hexametylendiamin-
cholesterolhydrogensuccinat)-konjugat.

8. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end et egnet

ved at adsorbenten bestdr af et agarose-(hexametylendiamin-chol-

syre)-konjugat.



148874

19

Fremdragne publikationer:

Ann.Rev. of Biochem., bind 40 (1971), side 259 - 278,
P.Cuatrecasas & C.B.Anfinsen: Affinity Chromatography

Methods of Enzymology, bind 34, del B (1974), side 126 - 140,
Shmuel Shaltiel: Hydrophobic Chromatography

Biochimica et Biophysica, bind 372 (1974), side 218 - 224,
Anders Wichman & Lars-0Olov Andersson: Purification of
Human Serum Albumin by Affinity Chromatography

Vox Sanguinis, bind 23 (1972), side 23 - 25,
BjSrling: Plasma Fractionation Methods Used in Sweden

J.gen.Virol, bind 19 (1973), side 391 ~ 395,
A.R.Neurath et al.: Affinity Chromatography of
Hepatitis B Antigen on Concanavalin A Linked to
Sepharose. _




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

