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Vynélez se tyka zplisobu vyroby produktu obsa%ﬁjiciho %

Oblast techniky ;

obzvlast vysoce vydi3tén§ dvojnisobns viéi virdm inékti%ﬁﬁghf E
faktor VIII (krev &isticf faktor VIII, zkrécené\”FYlII“)h
z .lidské krevni plasmy. oLt %

" Dosavadni- stav techniky o ' : i_im“”MMMﬂﬂd‘

N e N *

Ze stavu techniky jsou zndmy postupy k vyrobé vysoce &is-
t§ch, vi&¢i virdnm inaktivovan§ch produktd FVIII, které se izo-
luji z lidské krevni plasmy. Napfiklad evropsky patentovy spis
¢islo EP.0 367 840 popisuje vyrobu produktu FVIII s pouiitim
iontoméni&d k &i%t&ni FVIII. K inaktivaci vdé&i virdm se zpra-
covavd roztok FVIII blologlcky kompat1b11n1m1 systemy organic-
ké rozpoustedlo/detergent. Nemecky patentovy spis &islo DE
42 04 694 popisuje iontomEniée s riiznymi vyznaky, kterjch se
pouZivad k €isténi FVIII. Evropsky patentov§. spis &islo EP
0 337 144 popisuje délici materidly k frakcionaci biopolymeri,
kterfch " je moZino .pouiit pfi afinitni nebo iontom&nifové chro-
matografii. Evropsky ﬁatentovi spis €islo EP 0 567448 popisuje
kombinaci opatfeni bhromatografického Eiéténi, gpracovani -
FVIII tensidy ve vodﬁém roztoku a tepelného zpracovani prepa-
ratd FVIII v pevném stavu. Tepelné zpracovani pouzivé horké

pAry v prltomnostl methanclu nebo etanolu za odvadéni urditjych
hmotovych poméri. SvEtovy patentovy spis &islo WO 93/15105 po-
pisuje vyjyrobu FVIII z kryoprecipitétu za pouZiti aniontoméni-
¢d. Evropsky patentovy spis Eislo EP 0 399 321 popisuje vyrobu
koncentratu FVIII vysrafenim FVIII polyethylenglykolen fPEG)
v pfitomnosti sacharosy (koncentrét FVIIT 1,2 a% 0,6 g/m).
tentovy spis " FBE 0.383 645 popisuje vyrobu koncentratu FVIII
oddélovanim FVIII od Willebrandova faktoru. Evropsky patentovy
'spis ¢islo EP O 412 466 popisuje vyrobu FVIII s vysokou speci-
fickou aktivitou, kterjy se .pridavné pasterizuje. Americky pa-

tentovy spis &islo 5, 099 022 popisuje zahifivdni vymrazenin
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vysuSenych koncentratd srafené krve ke sniZeni infekénosti
piipadnfch vird. Sv&tov§ patentovy spis &islo WO 94/17 834 po-
Pisuje inaktivaci vird zpracovanim. zdroje alkylfosfaty, sou-
¢asné nebo postupné pfi teplotach 55 ay 67 ‘C po dobu 5 ag 30
hodin. Evropsk?‘patentovﬁ-spis'éislo EP 0 18 561 popisuje pfi-
prave sraZecich faktord ohievem na teplotu 60 aZ 70 "C v pFi-

tomnosti gycinu a sacharidového roztoku. Evropsky patentovi

spis €islo EP 0.094 611 popisuje.slouéeninu obohacenou FVIII
L_Eﬁxﬁrobé 1éEiva, kteréd se ve vymrazenim vysuSeném stavu zahf §~ee—
va na teplotu 60 az 125 'C, se specifickou aktivitou vyS851 nei

300 jednotek FVIII na gram- proteinu.

V &asopise Hemophilia World 1955, sv. 2, &. 3 Jsou v p¥i-

loze k tomuto seSitu souhrnné uvedeny koncentraty FVIII a FIX,
které jsou Vé Spojenjch stéteéh americkych v soudasné dobé na
trhu pod ndzvem “Clotting Factor Concetrates, USA 1995, 7 té-
to publikace jsou pfevzaty udaje v tabulce I o zpisobech inak-
tivace virlly; kterymi se tyto produkty oSetfuj{ a jsou doplnény

o evropské produkty a vifohce.

Tabulka I
Koncentraty faktoru VIII (obchodni produkty 1995)

; &. Obch. ndzev  V§robce Imaktivace vierq Specif.aktivita
' bez -koneé. obs.
albuminu
1 Haemate ‘Behringswerke 60 'C; 10h,teknt. - 1-2
) ’ + stabilizator
2 Beriate P Behringswerke 60 'C, 10h,tekut. —- p#ibl.100
' ~ + stabiliziator
3 Profilate HAT Alpha $D;80 "C,72(GT)  -- 5-15
4 Koate Milles/Cutter SD - 10-20

5 Octavi 8D Octapharm .a SD;63 *C,10h,tekut.-- pFibl.100
Plus + stabilizator

6 Emoclot Aima SD;100 °C, 30 min -- pFibl.100




Tabulka 1 (pokradovani) -

. Obch. nézev  V§robce Inaktivace viru Specif.aktivita
bez koned. obs.
albuminu

7 Haemoctin Biotest Pharama SD;100 ’C,LBO min -~ pFibl.100
SDH ' A o

8_Immunate Immuno;AG 60 °C,10 h, para -- R ———
9 Alpanate Alpha  SD - 20-30
10 Hemofil M  Baxter SD 5500 2-10
11 Monoclate  “Armour 60 "C,10 h, tekut.>500 2-10
- + stabilizator
© 12 Octanativ-  Kabi sp ~ >500 pFibl.20
8D = systém rozpoudtédlo/detergent
GT = suSeno vymrazovaninm

Koncentraty FVIII uvedend v-tabulce I byly vyvinuty v po-

'slednich deseti letech (Kasper C.X., Lusher J.M. a Transfusion

Practices Committee of the American Association of Blood Banks
"Recent evolution of clotting factor concentrates for hemo-
philia A and B". Transfusion 1993, 33, str. 422 a% 4334). Nej-
dileZitéjSim cilem pFi v§voji téchto produktd bylo zlepSeni
jejich bezpe&nosti z hlediska pfenosu vird. Tohoto cile bylo
dosaZeno zlepSenim skrindvéni darcovské krve a pouZitim novych

technik k inaktivaci vird a vy&isténi FVIII.

V konci 70. let a na zatdatku 80. let byly vyvinuty dva
nejdllezit&8i zplsoby inaktivace vird pro koncentraty FVIII.
Jeden zpisob spodivd v tepelnén Zpracovani roztoku FVIII

v pfitomnosti stabiliz&torﬁ..Druhi-zpﬁsob_popisuje pouziti al-

“kylfosfatd. V roce 1979 bylo v evropském patentovém spise &is-

lo EP O 018 561 popsdno zahfivani roztoku FVIII v pritomnosti




cukrd (40 aZ 60 %Z) a aminokyselin (1 az 2,5 mol/l). ZahFivani
proteind v roztocich v pFitomnosti cukri bylo rozs$itfeno pirisa-
dou soli obsahujicich ionty vidpniku (EP 0 106 269). Metoda in-
aktivace vird v pnoteindyich roztocich byla dopilnéna varianta-
mi uvedengch zvefejnéni, Jjako evropsky patentovy spis.&islo EP
0.035.204! kde byla teplota 60 “C roz3ifena na a% 75 C a-byla
pouZita koncentrace cukrd 30 % a3 do nasyceni. Zah¥ivédni pro-
~teinovyech frakgi- ve:-stavu vysuSeném ~-vymrazenin, obséhujicich
FVIII, je popsédne_ v evropském patentovém spise &islo E P st .
0 171 506. Rozsah teplot je 60 az 125 °'C. Zpracovani plasmo-

vich frakci obsahuji¢ich FVIII parou uj bylo uvedeno shora.

Zpracovani frakci plasmy obsahujici FVIII kombinaci al-
‘kylfosfdatu a detergentu je zndmo z evropského patentového spi-
su €islo EP 0 131 740. Tento postup se jako iéinny osvédéil
zejména pFi inaktivaci obalgnich vitd (Horowitz M.S. a kol.,
Lancet 2, str., 186 a7 189, 1988 s Horowitz B., Curr, Stud. He-
‘matol. Blood Transfus. 56, str. 83 aZ 96, 1989, Horowitz B,
Transfusion 25, str. 616 a%¥ 522, 1985). Tento zpldsob inakti-

‘vace virtd (zpﬁsob .Solvent-Detergent SD) neni viak v zasads

schopen inaktivovat viry Bgz obdlky virﬁ-obéahujici lipid.

" Jeliko% neni mofno vyloudit nebezpe&i pfenosu inicidtord
infekci pFi vyrobd 1é&iv z plasmy lidské krve skrinovdnin
darcovské plasmy, wé bjti toto nebezpeéi dale sniZeno pou#itim
postupld inaktivace vird. Smérnice Kk inaktivaci obalenych vird
se stéla obzvlast potfebnou, kdy# se v letech 1932/1933 v sou-
vislosti s koncentratem FVIIi, zpracovanim metodoun 'SD, objevi-
ly Zpravy o‘piibliiné 100 pripadech infekce hepatitis A {Lan-
cet 340, str. 123, 1992, Lancet 341 str. 179 1933, Ann.Intern.
Med. 1994, MMWR sv. 45, &. 2, str. 29 az 32 1996). Tyto pfipa-
dy hepatitidy A vediy k postupnému planu némeck§ch dradd
(Pharm. Ind. 4, str. 71 ai 72, 1993).

Vedle nebezpedi pFenosu inicidtord infekcj produkty FVIII
Je vznik inhibitord FVIII (protilatek FVIII) dstfednim problé-




mem substituéni terapie hemofilie A. Protildtky vznikajf u 3
aZi 32 % pacienth s t&Zkou hemofilii A, které jsou vysvétlitel-
né tfadou proménnych {De Biasi R. a kol.,Thtrombosis Haemostasis
72, str. 544 ai 547, 1994, Ehrenforth S. a kol., Lancet 338,
str. 594 af 598, 1992, Scharrer I. a kol., Blood,Coag Fibrinol
4, str. 753 aZ 758, 1993, McMillan V.W. a kol., Blood 71, str.
344 a¥ 348, 1988). Takové proménné se tjkaji véku pacientd,
- Cetnosti oSetfeni a typu prepardtu FVIII { Addiego H.E. a kol.

. m—wlhronb. Haemost.. .67, str 19 a%~27, 1993 Bnrnouf F. a kol jweemeas o

Vox.Sang. 60, str. 8 aZ 15 1991, Peerlinck K. a kol., Thronmb.
Haémost. 69, str. 115 ai 118, 1993, Rodendaal F.R. a kol.,
Blood, 81, str. 2180 aZ 2186, 1993, Sultan Y., Thromb,. Hae-
most. 67, str. 600 aZ 602, 1992, Peerlinck K, a kol., Blood
81, str. 3332 az 3335, 1993, Guérois C, a kol. Thrombos Hae-
mostas 73, str. 215 a% 218, 1995).

Rozdily v imunitni odesvé pacientﬁ neBo jejich genetické
predpoklady mohly incidenci ‘iﬁhibitorﬁ_ovlivﬁit; {(Roberts HR,
Blood Coag a Fibrinol 2 (1), str. 21 a# 23, 1991, Hoyer L,
Brit. J. of Haematology 90, str. 498 ai 501, 1995).

Ddle se ukdzalo, ¥e riizné genové mutacé FVIII koreluji ke
vznika protildtek (Schwaab R, a kol., Thrombosis and Haemosta-
sis 74,(6), str. 1402 af 1406, 1995},

Promé&nné, Kkteré ovliviiuji incidenci inhibitoru FVIII
jsou:
1. pacient: genetickd vada, charakteristické imunologické
reakce, imunitni stav,
2. oS8etfovani: produkt FVIII,'poéet exposic,

3. posouzeni: dozor a citlivost dozoréich metod.

I kdyZ neni v soufasné dob& jednoznadné piifazeni jediné
pfiéiny pro vznik protilétek FVIIT s inhibiénimi vlastnostai,
ukazuji vysledky jednotlivych studif vjznam, ktery pfipada
preparatim FVIII pFfi indukci inhibitord& FVIII (Vermylen 1,




a kol., Acta Clinica Belgica 46, str. 20, 1991).

"Difve Casto oSetiovani pacienti hemofilie A (PTP = hemo-

filiaci s dfivéj$i nékolikandsobnou transfusi) byli od kvétna

1990 do  z4¥{ 1991 oZetfovdni novym koncentratem FVIII. Tento
produkt byl vyéi§tén chromatografii na skle a pasteurizovan.

~ Ze 47 pacientd, ktefi byli oSetFovani vyhradné timto produk-
tem, vyvinuli 4 vysoce titrovany inhibitor (40, 90, 100 a 200
jedhotek Bethesda (BU)). Dalsi pacient ‘(20BU) byl vpodstate

-w"-‘fgfg déetfovén tiﬁto produktem FVTII. Pouziivani tohoto prodiktn

bylo na zdklad® téchto nilezd ukonéeno.

Viroba vysoce vy&isténého Kkoncentritu FVIII z velkjch
zdsob plasmy se‘épecifickou aktivitou 100 pF¥edpokléada, Eé_mu—
seji byt splnén?'égtné poiadavky na vyrobni postup pro takovy
koncentrit FVIII. |

Pidsobeni opatieni inaktivizujicich viry na strukturu pro-
teind je jednou z dst¥ednich otdzek, obzvla3té k problematice
inhibitord. Nejpodstatn&j$i biologicki funkce FVIII, jeho ak-
tivita, m&la vykazovat v koncentritu FVIII, kterého bylo pou-
iito k oéetfovﬁni hemofilie, pFibliZné stejny pomér k proteinu

FVIII, FVIII-Ag jako v mediu, plasmé&, ze které je izolovan.

Koncentrat FVIII, kter§y se ziskdvd z plasmy po vyéisténi,
mél vedle FVIII obsahovat v podstatd jests jeho pfirozeny nos-
ny. protein =z Willebrandova faktoru (vWF). Jeliko% cilem snah
je vydistdni FVIII 2 plasmy, jeho odd&leni od ostatnich prote-
int ‘plasmy, mélo se pouZiti proteind plasmy jako stabilizatoru
zabrdnit, Jjeliko# predchazejici snahy o vyZistdni se stanou
zbytetnymi. Podle toho m&l hemofilik dostat jen ten protein,
ktery on pot#eboval. Vjéiétén§~FVIII z plasmy sestdvd ze smési
polypeptidi s molekulov§mi - hmotnostmi 80 a%Z 210 kDa, které
pfedstavuji Fadu podjednotek série heterodimérd (Kaufwann R,

_Traﬂsfusion‘Medicinelﬂeviews 4, str. 235 ai 246, 1992).




{kolen vynalezu tedy je poskytnout novy zplisob vyiisteéni
4 inaktivace vird wv§chozich materiidldé, které obsahuji faktor

VIII, v podstaté bez poﬁiiti stabilizatortd.

Podstata vyndlezu

Lpisob vyroby produktd obsahujici neimunogenni faktor

VIII, vyznaéuiji se tim, je
(a) Selﬁédrobuje roztok obsahujici faktor ViII zpracovani sys-
'“““”f“témem tri(ntbdtyl)fosfét/detergénf] .
(b} tepelné se zpracovévé vymrazeniﬁ vysuseny produkt obsahu-
jiciho FVIII p¥i teplotd 100 'C po dobu 15 a 120 minut,

s vyhodou 30 minut, pFiéemf vymrazenim vysuSen¥§ produkt,

————

obsahujici FVIII, vykazuje po -tepelném zpracovadni zbyt-
kovou vlhkost hmotnostné& 0,3 ai 1,8%.

Zplisob viroby neimuonogennd pisobiciho vysoce vyEisténého
koncentrdtu FVIII 2z lidské plaémy sestdvd 2z poufiti dvou rdz-
njch zpisobd inaktivace vird. Tato dvojita inaktivace vird za-
hrnuje, jak shora uvedeno, ipracovéni roztoku FVIII systémenm
tri(n-but&l)fosfét {"TNBP")/polyoxyethylenovy derivat sorbita-
nového esteru (TweenR) (SD: systenm solvent/detergent = roz-
pouétédlo/detergent s vyhodou hmotnostné 0,2 aZ 0,5 ¥ TNBP/0,5
af 3 % TweenR a tepelné zpracovani vymrazenin Vysuééného ko-
nefného produktu FVIII v kone&ném objemu p¥i 100 ‘C po dobu 30
minut, pfi koned&né vlhkosti hmotnostné pfibliiné 0,3 ai 1,8%.

K tomu pfistupuji s vihodou,kroki zbavujicf viru pfi virobs.

Koncentrat FVIII, vyrobenjy podle vyndlezu z lidské plasmy,
Je v dal8im textu oznadovan jako "FVIII SDH" (SDH = Solvent/
Detergent/Hitze). FEVIII SDH se vyrabi s vyhodou z kryopreci-
pitatu jakoZito vychoziho materidlu, ktery se ziskd ze zdsoby
plasmy zndmymi metodami. V kryoprecipitatu jsdu-obSaﬁeny té-
méf v8echny plasmové proteiny, nékteré oproti plasm& v oboha~-

cené formé, zejména FVIII a fibrinogen.




Podie vjhodného provedeni zahrnuje zplisob FVIIT1 SDH ni-

-sledujici vyrobni operace:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

{6)

(7)

Qdd&leni fibrinogenu a piipadné odstranéni ostatniech sra-
Zecich ¢&initeld komplexu PPSB probiha napfiklad vysrase

nim ethanolem a/nebo adsorpci na Al(0H):.

Inaktivace viru sirové frakce FVIII probihd s vyhodou se
systémem TNBP/TweenR80, ‘

SpeciEiCQé sldupcoyé. chromatografie .na iontom&ni&ich

k odstran&ni TNBP a TweenR80 i k oddéleni'zby1i¢h~plasmo-—mmwmw
vich proteind.

S vfhodou dia-nebo utra-filtrace eluitu, nastaveni elek-

trolytd na poZadovanou koncentraci.

Po sterilnf filtraci nésleduje koneéné plnéni do

sklenénych lahvi ponoFenjch do tekutého dusiku (piiblizZné

- 195 "C), &im¥ se roztok FVIII Sokovd zmrazi.

SuSeni vymrazovanim zarazeného roztoku FVIII probiha ve

-vysokém vakuu a vede se a¥ do zbytkové vlhkosti kone&ného

produktu pfibliiné 0,3 a% 1,8 %.
Vymrazenim vysuseny produkt se zah¥fiva v autoklévu 30
minut na teplotu 100 °C. .

Produkt vyrobeny podle vyndlézu nepisobi imunogenné a je

oproti vychozi plasmé obohacen naptiklad loa—nésobné, obzvlasg-

té pouZitim chromatografického &i&téni.

Kroky pfipravy FVIII zbavujici viru a &i3téni z lidské

plasmy za pouZiti zpisobu podle vynidlezu k vyrobé& neinunogenné

pﬁsobiciho.konceﬁtfétu FVIII Jsou uvedeny v tabulce II. Pro

Jednotlivé relevantni obalené a neobalené  viry jsou

inaktiva&ni miry pro kazdou vyirobni operaci koncentratu FVIII

udany v logaritmech o zakladu 10.




Tabulka II
Zbavovani viru a jeho inaktivace pro neimunogenné plsobici

FVIII z plasmy (redukce viru:log 10}

Krok/zpracovani

Virus Neutra- Kryo- Al1(OH)3 TNBP .Chroma- 100 ‘C celkovy
lizace precip. Tween tograf 30.min. redukéni
‘ ‘ faktor
HIV-1 1,3 0,4  >6,4 1,9  >6,6  >16,2
i p—— . - - - : - rrbapiesdepibpinsiosialbuml e
PSR 3,2 1,1 56,8 1,1 >4,6 - >16,8
VSV 1,5 0,5 >4,7 0,6 >5,8 . >11,9
BVDV 1,2 n.t. >6,8* 1,1 >6,6 >15,17
‘Sinb. n.t.*** 3,5 >4,5 1,0 n.t. >9,0
Polio © on.t. 5,0  n.t. 2,2 5,0 12,2
Parvo** : 1,3 0,5 2,4 1;4 5,1
HAV 4,4 4,1 5,3 >13,8
* HCV:>4;5 logl0 (Simpansi studie)
x hovézi parvovirus .
REER]

netestovano

Koncentrat FVIII, vyrobeny zplsoben podle vyndlezu z lid-
ské plasmy, obsahuje FVIII napfiklad v mnosstvi 10 000-kréat o-
bohaceném oproti plasmé. Prokazatelni koncentrace jednotlivych
proteind na 1000 IE FVIII SDH (IE = mezindrodni Jjednotky) je
v tabulce II1 uvedena v porovmnani s koncentréci‘proteinﬁ vy-

skytujici se v jednom litru plasmy.
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Tabulka III
Koncentrace proteind v plasmé a FVII! SDH (prdmérné “hodnoty)

Protéin - Kbncentrace'v plasm& . FVIII SDH Zpisob

(mg/1) (mg/1000 IE)

FVIIL 0,1 - 0,2 ~ 0,1 - 0,2 1
‘Celk.mnoZ.proteinu 65000 . 10 2
vWF 18 6 1
fibrinogen G 3000 - 3,5 3
fibronektin 30 | 0,3 3
albumin .. 44000 ' ' 0,03 3
1gG 12000 - 0,5 3
1gM 1400 ‘ 0,2 3
1gA 2100 ‘ <0,01 3
1 = Elisa {Enzyme linked immunosorbent assay)

2 = Bradford (autor metbdy) (Bradford MM: Analytical

Biochemistry 72, str. 248 aZ 254, 1976)
3 = RID (Radidlni ihunodifuse)

Z tohoto znazornéni koncentraénich ddajd proteind, pro-
kazatelnych v FVIII SDR, lze vyéist, fe napifiklad 96 % proka-
zatelného mnoZstvi proteinu sestavd z FVII1 vWF a nikoli z ko~
agulovatelnfch fibrinogend. Fibrinogen se vyskytuje jako ne-
srdazlivy fibrinogen, tedy stanoveni fibrinogeni podle Clause
poskytuje zaporn¥ vistedek {Claus A., Acta Haemat 17, str. 237
aZi 246, 1957).

Metody pouZivané k vyrob& koncentratd FVIII a k inaktiva-
ci pfipadné eliminaci vird, ngchézejiciéh se v.krevni plasmé,
maji moZnd vliv na Strukturuha‘biologické pisobeni proteind.
Zakladnim predpokladem pro pouZitelnost produktd FVIII je, ie
se pfed pouzZitim po pFidéni rozpoustédla - normalné je to voda
vhodnad pro klinické pouziti (aqua ad ‘injectabila) - beze zbyt-

ku rozpusti. Denaturované proteiny jsou ve vod& v podstatd ne-

|




rozpustné. Struktura a biclogickd aktivita produktu FVIII, vy-
robeného podle vyndlezu, zdstdvd zachovéna, pokud je vyroben
zplisobenm podle vynilezu, nebot pouze pii té&chto podminkich se
koncentrat FVIII i po ohfevu aZ 2 hodiny na 100 “C vodou .aqua

ad injectabilia beze =zbytkun rozpousti.

'Rozhodujicim pfedpokladem pro to, aby byl FVIII SDH podle
vynalezu schopen t¥ihodinového ohfevu na 100 'C bez denaturace

a pfesto byl beze zbytku ve vodé rqupstni a-ani% se do vysu-

4 e e—

Sovaciho pufru vymrazovdnim musi pfiddvat stabilizdtor v podo-
bé proteind nebo cukri, je Sokové zmrazeni roztoku FVIII v te-
kutém dusiku p¥i teploté - 195" °¢ pred suSenim vymrazovanim.
Koncentrat FVIII, vyrobeni podle vynélesu, FVIII SDH s pfeva;
penim ve své biologické struktufe a biologické aktivité neméni

»

a denaturace proteinl ohfevem nenastdva.

K prezkouSeni d¢inkn virobniho 'pqstnpu podle vyndlezu na
strukturyi proteind byla provedena ¥ada fyzikdlnich a biologic-
kiéh testd (Kotitschke R. a kol., Himostaseblqgie 14, str. 100
aZ 103, 1994, Arrighi $. a kol., Thromb Haemost 74 (3), str.
868 aZ 873, 1995). Zejméﬁﬁ se zkon&elo plisobeni tepelného
zpraéovéni na proteiny za podminek vyrobniho zpisobu podle vy-
nalezu, jelikoZ FVIII je jak znamo extrémné stdly pri sklado-

vani a citlivy na tepelné zpracovani.

Obvykle vyZaduje tepelné zpracovéni roztoku FVIII stabi-
lizaci FVIII pfisadou wuréitych stabilizdtord. Tepelné zpraco-
vani FVIII ve stavu vysuSeném vymrazovédnim bez patrné ztraty
aktivity je dale zndmo pouze u produktd FVIII, jejichi speci-
ficka aktivita po vyrob& z plasmy je velmi nizkd (napriklad
< 20), nebo ' kterym je nutno pfidévat stabilizatory ve formé
proteind nebo cukrd (tabulka I).

Produkt FVIII SDH podle vyndlezu 1lze s pFekvapenim bez
patrné ztraty aktivity pfechovdvat pFfi teploté 100 "C a% dvE
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hodiny, pokud

obsah

zbhytkoveé

vlhkosti nepfesahuje piribliZné

1,8 %2 a teplota zmrazeni pFed suSenim vymrazovdnim je pod -195

€. 7 uvedenfjch ddajd vypljva, Ze zahfat§y a nezahfaty produkt

FYIIT pFi

zkouskach struktury a

visledky (obr. 2 a tabulka IV).

Tabulka IV

" Haemoctin (R) SDH:FVIIIC/FVIIIAg

aktivity vykazoval identické

osetzeni | FVHIC (x10) | FVIlIAG (x10) | FVIIC/FVIIIAgG (110}
Kryo 098 1,66 ' 59 R
1 AoH)3 | 0,79 1,38 57
" TNBP/Tween . 0,59 1,01 58 .
. S.-Eluat 318 | 488 68
ZP (UF/DF) 579 8,55 68
6T 557 695 - 8. 3
" SDH 525 68 A
Kryo 1,29 1,3 99
. AI(OH)3 0,99 1,01 9,8
- TNBP/Tween™ 0,67 07 96
S-Eluat | 446 5 . 89
ZP (UF/DF) 6,31 6,45 Q7
. GT 6,25 5,9 10,5
SDH 555 5.7 9,7
 Kryo 098 098 10
AOH)3 . i 081 0,73 1
L. TNBP/Tween | - 061 067 9,1
. S.-Eluat 3,8 434 8,8
ZP (UFIDF) | 6,2 6,38 97
. GT 578 57 101
- SDH 5,52 53 10,4




Vynalez bliZe objasfiuji pripojené obrazky:

Seznam obrizkd

Na obr.l je schematicky naznaéenﬁ‘vﬁroba FVIII SDH ve vihod-
ném. provedeni.
Na obr.2 je zndzornén pomér FVIIIV/FVIIIag v ridznfch vyrobnich
“operacich t¥i Sar#i FVIII SDH.
"Na obr. 3 jevSeénam;oéetiovacich-center hemofilie.
Pro obr. 2 plati, Ze 3arfe (a) se odlisuje od 3aZi (b) a
(c) zietelné sniZenywm pondrenm vichbziho produktu v§roby kryo-
FVIII. Aby bylo moZno znézornit v tomto grafu sloupce .pro
jednotlivé parametry v pfibliZné porovnatelné veiikosti} byly
jednotlivé pafaﬁetry 10 x znésobgny nebo 10 x déleny. Pomér
musi byt v ‘tomto znazorné&ni délen 10, aby se poznélo, Ze pro
Sarze (b) a (c) v kazdé virobni operaci  je tento_pbmér blizkd
jednotce =1,0. Kryo-$ar¥e a vykazuje pom&r pfibliiné 0,6, coi
je dikazem ztracené aktivity FVIII pFi vyrobé a skladovéni
této kryo-3arZe. Vyrobni postup k vysoce vycéisténému koncent-
ratu FVIII zvedd pomér na 0,8, avsak nikoli mna 1,0, Pii této
studii je vSak rozhodujici porovndni poméru zahfatych a.nezah—
tatych - vzorkd., Tyto poméry pro oba produkty jsou pfibliZné
stejné a tim je potvrzena pom&rn& nepatrna ztrita aktivity

zplisobeni tepelnjm zpracovédnim.

U&inek virobniho poestupu na strukturu proteind je pre-
zkouSen pomoci rozdéleni molekulové hmotnosti a pomoci elekt-
roforézy gelu SDS-polyakrylamidu {(PAGE)}. Dodatednd se nezahié-
ty produkt (FVIII SD) a zahfaty produkt (FVIIT SDH) pFezkuSo-
val na vznik neoantigend (R. Kotitschke s kol., Himostaseolo-
gie 14, str. 100 aZ ‘103, 1994, S.Arighi a kol,, Thromb Haemost
73 (3), str. 868 ai 873, 1995). Vysledkem t&chto zkouZek je
identita FVIII SD a FVIII SDH, ¢im% je prokazano, #e v koncen-
tratu FVIII, vyrobeném podle vynidlezu, zistavd struktura pro-

teind nezméndéna.
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Obr. 3 ukazuje sledovani FVIII SDH pii pouZiti. Sledovani
se zapoéalo v roce 1993 na sedmi sledovacich centrech pro
hemofilii A. Do sledovéni bylo zahrnuto 51 pacientd s nejdelsi
dobou -sledovani 27 mésich. V Madarsku byli pited rokem 1993
témér v8ichni pacienti trpici hemofilii A oSetFfovéni
krybprecipibétem a/nebo pouze koncentrdtem FVIII. Proto bylo
moino pfezkouSet incidenci -inhibitoru na ‘pomérné homogenni
skupiné pacientd po ofetfeni FVIII SDH a porovnat incidenci
- inhibitoru této skupiny {skupiny 1Y) sé skupinou v Némecku
-(skubina 11}, kterd byla v oSetfovacich centrech pro hemofilii
A pFeden Qéétiovéna.pﬁznﬁmi~koncgntréty FVIIi. U ZAdného z 51
.pacientﬁ se inhibitor nevyskytl. facienti byli vy3etfovani
v obdobi 4 aZ 26 mésicii, prevainid vét$ina v obdobi 12 mésicﬁ.
Maximidlni podet kumulativnich oSetfovacich dnd obnaSel 349.-
Ofetfovaci den zashrnuje mnoZstvi FVIII, kterého bylo pouiito
k oSetfeni jedné ptihody krvéaceni.

"Odezvy", "in vive recovery" .a polodas se urdovaly
1-hodinovyim testeém FVIII a chromogennim substrétem (u 16
pacient) - pro porovanani sloﬁﬁi tabulka V. Tyto 1ddaje
odpovidaji udajim pﬁblikovanim rﬁinﬁmi autory v minulosti pro
pd koncentraty FVIII ({(pd = plasma derived = vyrobenjch
i plasmy}.

Tabulka V
FVIII SDH: Biologické polodasy a in vivo zotaveni u 16 pacien-

tt trpicich hemofilii A

l—étupﬁOVi test chromogenni substrit

in vivo zotaveni % 71 + 15 CTT 17
odezva (%) 1,6 * 0,4 1,7 £ 0,4
Polocas . 13,0 + 2,8 12,7 £ 3,2

N 1y
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Vynadlez bliZe objasfiuji, nijak 'viak neomezuji, ndsledu-

jici priklady praktického provedeni.

Priklady provedeni vyndlezu

PFiklad 1

Vyroba FVIII =z plasmy &lovéka, ktery neni imunogenni po

substituci na pacientech. , S e ———

Darcovskd plasma: Devdt dild ddrcovy krve se pf¥idéd do
Jednoho " dilu 3,8% stabilizaéniho natriumcitridtového roztoku.
Ihned po odbéru se krev odstfedi a diarci se znova infunduji
(plasmaferese) ,erytfocyty rozméinéné ve fyziologickém solném

‘roztoku. Plasma se zmrazi nejpozdéji do 18 hodin.

Plasma se necha roztat pfi teploté + 2 °C aZ + 4 °C,
Plasma od vétsiho podtu darcil se 'smisi. KryovysraZeni (kryo-

precipitdt) se ziskd znédnym zpisobem odstfedénim.

Suspenduje se 1 kg kryoprecipitatu ziskaného z piibliZné
100 1 plasmy ve 3 kg smési voda/ethanol (10 g ethanolu na 1

litr vody) obsahujici 900 mezinérodniéh jednotek heparinu.

Hodnota pH suspense se nastavi za michdni 0, 1M kyselinou
octovou na 7,0. Smés se zahfeje na teplotu mistnosti a micha
se 30 minut. Do takto ziskaného roztoku se pFidé"iOB‘g suspen-
se 2% hydroxidu hlinitého na kilogram nasazeného kryo a micha
se 15 minut pfi teploté& mistnosti. PFfisadou 0,1M kyseliny oc-
tové se hodnota pH nastavi na. 6,55 a téeplota se sniZi na 15

‘C. SraZenina se odstfedi a vyhodi.

K virové inaktivaci se zbytek zpracuje smési tri-(n-bu-
tylfosfatu (TNBP) (hmotnostné ©0,3%) a TweenuR80 (hmotnostnsd
1Z). Na 1 kilogram roztoku FVIII se spotfebuje 10,52 g TweenuR
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80 a 3,16 ml TNBP. TweenR80 se rozfedi 4 ml destilované vody.
Hodnota pH se nastavi 1M roztokem hydroxidu sodného na 7,1 g
roztok se pFedeh¥eje ha teplotu 25 'C. Swé&s TNBP a TweenuR80
se prlda za oichdni v pribéhu 15 minut. Roztok FVIII smiseny
se systemem TNBP/TweenR80 se micha 13 hodin pfi teplotsd pri-
blizné 25 C.'Roztok‘FVIII se pak podrobi chromatografii na
iontoménidovém gelu. Sloupec se vyvaii pfed vneseninm proteino-

_vého roztoku - pufrem o hodnot& pH 6,95 sestdvajicim z NacCl

(0 12M), citritu sodného (0,01 M), glycinu (0,12 M) a chlori-r-sewe

g

du vépenatého (0,001M). Extinkce sloupcovélo eludtu se m&F{
'pfi 280 nm. Sterilizovany roztok FVIII se nanese na vyvadZeny
gél a dodateéné se promyje vyvaiovacim pufrem a3 do dosaZeni
UV-signdlu zakladni &airy. K odstranen1 doprovodn¥ch proteind
se sloupec pronyje pufrenm zvySené 10ntové'sily sestavajicim
z chloridu sodného (6,16M), z citratu sodného (0,01 M), = glj—
cinu {(0,12M) a z chloridu vapenatého (0,001M) p#i ‘hodnoté pH
6,95,

Eluovani FVIII se provede nasledujicim elu&nin pufrem:
0,25M chloridu sodného, 0,01M citritu sodného, 0,12M glycinu,
0,001M chloridu vdpenatého pF¥i hodnoté& pH 6,95, Chromatogra-
fick§ eludt obsahujici FVIII se zkoncentruje ultrafiltraci na
prlbllzne polovinu objemu nasazeného eluatu a zfedi se pufrem,
sestévajicim z 0,01M citratu sodného, g 0,12M glycinu, z 0,001M
chloridu vapenateho aZ na aktivitu FVIII roztoku pfiblizné 110
mezindrodnich jednotek FVIII na wililitr. Roztok FVIII se ste~
filizuje a plni se do sklené&ngch lahviéek na 10 ml kone&ného
obsahu (20 ml~sklenéné lahvicky). Sklen&né lahviéky, naplnéné
roztokem FVIII se ponofi do tekutého dusiku-o teploté -195 °C
a nato se vysus{ vymrazovanim na zbytkovou vlihkost produktu
FVIII 0,5%.

Lahviéky s vymrazenim vysuSenym produktem se umisti do
autokldvu a 30 minut se udrzuji na teplotd 100 °C. Teplota se

méri pfistrojem “Datatraqe Micropack" firmy Hero Instruments



Electronic Vertriebs GmbH, Némecko. Hned -povyjmuti lahvicek
Z autokléyu se lahvicky pfenesou do chladnicky ( s teplotou
pfibliZng + 4 "C) k ochlazeni. Aktivita FVIII zahif&tého vzorku

obnadi 9532 nezahfatého vzorku.
Priklad 2

Stejnym zpisoben jako podle'pfikladu 1 se vyrobi a rosz-

pusti 1 kg - kryopfeéipitétu Zpracovanl kryoprec1p1tatu ‘az do

i o b e o e w K

iultraflltrace .se provede stejné Jako v prlkladu 1. Ke zredenl
- FVILI- zkoncentrovaného eluatového sloupcového chromatograflc—
kého roztoku se pbﬁiijé pufru. ééstQVajfciho z 0,0iﬁ- ¢ifrétu,.
sodného, z 0,12M‘glydinu, z 0,01% chloridu vipenatého a% do
“aktivity FVIII 50 mezindrodnmich jednotek FVIII ng ml. Roztok
" FVIII se sterilizuje a.plni se do sklen&nych lahvidek po 10 .m}
kone&ného obsahu (20 mnl-sklenéné 1aHViéky) 'Zmrazehi téchto

Iahviéek i vysuSeni vymrazovanim -a tepelne zpracovan1 se pro-

"

vade31 stejné jako podle pFikladu 1

m.,Prﬁmyslové vyuZitelnost

Neimunogenni FVIII obsahujici,proqut pro vyrobu lé&iv
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PATENTOVE N A ROKY

1. ‘Zpﬁsob viroby produktﬁ ‘obsahujicich neimunogenni faktor

lVIII, vyznaddcuji s.e t i m, Ze

(a) se ‘podrobuje roztok obsahujici faktor VIII zpracovani sys-
témem tri{n-butyl)fosfit/detergent, ‘
(b) tepelné se zpracovava vymrazehim vysusen§y -produkt obsahu-
| jipiho FVIII pii téplété 100 °C bo dobu 15 aZ 120 minut,
s ﬁihodou 3QMEi"“t’ pficemi vymragenim vysuSeny proégkt,
obsahujici FVIII, vykazuje po gepelném zpracovani zbyt-
kovou vlhkost hmotnostné O;SAai 1,8 %.

oo
-

Ipisob podle naroku 1, v y z na & u j i s e t1im,
se roztok, obsahujici faktor VIII, pfed suSenim vymrazovid-
'Sokovd ochladi na teplotu pod -190 °C.

| b
L

=
[N
=]

3. Zpiisob podle naroku 1 nebo 2, v y z n a & u‘j i s e
t i m, Ze se jako detergentu pouZivd polyoxyethylenového deri-

vétU'sofbitanového esteru.

4, Zplisob podle nédroku 1 aZ 3, vy znad¢uji s e
t i m, 2e se. pfed stupném (a) odstrafiuji fibrinogen a popFipa-
dé dalsi faktory srédZlivosti komplexu PPSB vysrédZenim ethano-
lem 5]neb0. adsorpci na hydroxidu hlinitém z roztoku obsahuji-
ciho FVIII.

5. Zplisob podle naroku 1 aZ 4, vy znadugjil se
t 1 m, Ze se po stupni (a) odstrafiuji tri(n-butyl)fosfat -a
detergent ionexovou chromatografii -z roztoku obsahujiciho
FVIII.

6. Zplisob podle naroku 5, v y 2 n.a & u j i s e t i m,
e se roztok, obsahujici FVIII jakoZto eludt ionexové chroma-

tografie diafiltruje a/nebo ultrafiltruje.

7. Zpisob podle naroku 6, vyznadceuJi s e t {1 m,

7e -se roztok, obsahujici -FVIII, po diafiltraci a/nebo ultra-



filtraci sterilizije.

8. Zpisob podle nidroku 1 a% 79, vy znaéuj

t { m, e se tepelné zpracovani provadi v autoklivu.

i s e

9. Neimunogenni FVIII obsahujici produkt  pFfipravitelny

zpdsoben podle‘nérbku 1 a 8,

- B I TR
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