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opfindelsen angdr en fremgangsmide til fraskillelse af udfmldede pro-
teiner fra albuminholdige, ved udvinding af albumin fra blodplasma fremkomne
suspensioner.

AVed udvinding af albumin fra blod, blodprodukter, albuminholdige le=-
gemsvasker og liénende fremkommer en albuminholdig suspension, som foruden det
oplgste albumin indeholder udfzldede proteiner, navnlig globuliner. I DE-offent-
ligggrelsesskrift 2.415.079 er i denne henseende beskrevet en fremgangsmide til
isolering af albumin fra menneskeligt blod o.l., hvilken fremgangsmide omfatter
fglgende trin:



149135

-2 -

(a) Fraskillelse af plasmaen fra de faste og stgrkningsfremmende oplgselige
bestanddele af blodet og, om gnskes, udvinding af de oplgste ikke-albu-
minholdige bestanddele,

(b) Udfzldning af globulinerne ved opvarmning af restvasken i nzrvarelse af

' 7 til 12 vol-% alkoholer med sammensztningen CH3-(CH2)n-OH, hvor n = 0,
1 eller 2, og albuminstabilisatorer, som fx. natriumcaprylat, til tem-
peraturer mellem 60°C og 75°C og fraskillelse af vasken fra globuliner=-

ne,
(c) koncentrering af albuminet fra den albuminholdige oplgsning.

Fraskillelsen af de -udfzldede globuliner og af eventuelle andre udfeldede prote-
iner ved hjelp af en varmfeldning sker ved den i det nmvnte skrift beskrevne
fremgangsmide ved en pH~veerdi pd 4,4 ved centrifugering i kontinuerlig strgm. De
fraskilte proteiner samler sig i rotorerne, og albuminet forbliver i den derover
stdende veske.

ved den kendte fraskillelsesmetode anses det som en ulempe, at for-
holdsvis meget albumin forbliver i det fraskilte koncentrat, s& at der behgves
endnu flere vaske- og centrifugeringsoperationer til udvinding af det verdifulde
restalbumin. Desuden er centrifugeringen meget tids- og arbejdskravende og ud-
vikler stmrk larm. Til trods for disse ulemper har man ikke tmnkt pa nogen anden
arbejdsmide, da det ved den i mange &r praktiserede Cohn-metode er almindeligt
og ngdvendigt at adskille suspensionerne bestdende af udfzldede globuliner og
oplgst albumin ved centrifugering. Forsgg har vist, at suspensionerne ved Cohn-
metoden ved normale krav praktisk taget ikke kan filtreres.

Man har prgvet forskellige filtreringsmetoder for derved at f£jerne de
ved den kolde ethanél—fraktionering udvundne udfzldede proteiner. Ifpglge den
indvundne erfaring kan disse bundfzldninger ikke med gkonomisk fordel udvindes
ved filtrering. Dette beror A&benbart pd stoffernes smrlige konsistens. Trods
denne'erfaring blev der anvendt forskellige filtreringsmetoder, da man havde
konstateret, at globuliner, som udvindes ved varm ethanolfzldning, adskiller sig
vasentligt fra de globuliner, som udvindes ved koldfzldning.

. Imod erfaring og forventning kan man pd overraskende mide lgse den op-
gave at skille de varmfzldede proteiner fra suspensionen med vesentlig mindre
bekostning ved, at fraskillelsen ifglge opfindelsen sker ved en nzrmere angivet

rotationsrensefiltrering ("Schwemmfiltrierung") af suspensionen, og fremgangsma-
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den ifglge opfindelsen er derfor ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende
del angivne.

Rotationsrensefiltrering er i og for sig kendt. Rotationsrensefiltre=-
ringen sker almindeligvis i centrifugalrensefiltre, som hovedsagelig bestir af
en lukket trykbeholder, i hvilken der pa en centralt rorerende, hul aksel er
anbragt runde filterskiver, som enten ligger vandret eller lodret parallelt med
hinanden. Filterskiverne er almindeligvis forsynet med et metaltriddsveav.

Til den til filtrering bestemte substans tilsmttes filterhjalpemidler,
almindeligvis kieselgurer, som alt efter resternes uklarhedsart og karakter til-
smttes doseret.

Slammet, som samler sig pd filterskiverne, bortskylles ved filterski-
vernes rotation og ved modskylning. Resterne bortledes som sdkaldt slam.

Rotationsrensefiltreringen frembyder i det foreliggende filfadde ovex-
raskende fordele, da andre filterarter og filtreringsmetoder kraver s& lange
filtreringstider, at disse ikke medfgrer nogen som helst fordele i sammenligning
med den tidsspildende centrifugeringsmetode. Fglgende filtreringsmetoder blev
afprgvet: klaringsfiltrering med kul- og asbestskivefilter, filterlag pd cellu-
losebasis, glasfiberfiltre, sintret glas. De anvendte filtreringsmetoder fgrte
enten til alt for lange filtreringstider, tilstopninger af filterindsatserne el~-
ler til uklare filtrerede vesker. Kun anvendelsen af et rotationsrensefilter ggr
det mhligt at opnd klare filtrater, som ikke ngdvendigggr en yderligere kla-
ringsfiltrering, og som derméd muligggr en optimal arbejdsmide ved albuminudvin-
dingen.

Navnlig arbejdes der ved de foreliggende vesker med en maskevidde pd 70
- 90 um. Ved denne maskevidde opnds et optimum mellem opndelig produktionsmangde
og fuldstazndig udfiltrering, hvorhos der hver gang kun skal udfgres én filtre-
ringsoperation.

Til tilstrazkkelig forbedring af filterfladen til den efterfglgende fil-
trering er det i mange tilfmlde fordelagtigt fgrst at foretage en primer piskyl-
ning med en neutral veske, ved hvilken filterskiven belmgges med en lagtykkelse
pd ca. 0,5 om af filterhj=lpemidlet. Som filterhjzlpemiddel egner sig alminde-
ligvis de i handelen veerende kiselgurer med mmrkebetegnelserne Hyflo-Super-CelR,
Celite 545R eller perlitR. Derudover egner sig ogsd cellulosefilterhjzlpemidler
af kendt art, dog med mindre gode filterydelser. Med dem kan man ligeledes ud-
vinde et i mange tilfzlde tilstrakkeligt produkt. Det er fordelagtigt at opkvel-
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de filterhj=lpemidlet i forvejen.

Gunstige filtreringseffekter opnds med en vandret anbragt metaltrdds~
vevskive med en maskevidde pd 80 um.

En gqunstig receptur bestdr af en suspension af 4 - 6% plasmaprotein og
en tilsztning til denne suspension pd 20 - 70 g kieselgur-filterhj=lpemiddel pr.
liter. Denne suspension filtreres derefter. Lavere proteinkoncentrationer betin-
ger i givet fald ogsd lavere filterhjzlpemiddelmengder.

_For at man ogsd skal kunne udvinde det i slammet (Slurryen) verende
albumin foreslis, at det i filterkagen vmrende, endnu proteinholdige veskevolu-
men ledes ud gennem en yderligere filterindretning, efter at der er sket enten
en rensniné ved rotation og modskylning eller en ved cirkulation stedfunden kla-
ring af filterapparatvolumenet. Til forggelse af udbyttet kan der arbejdes ved
et filtreringsovertryk pa 4,0 + 2,5 bar.

Opfindelsen er nzrmere forklaret i de fglgende eksempler. De to eksem-
pler gér ud fra to forskellige suspensioner. I eksempel 1 gds ud fra en suspen-
sion, som er udvundet ved hjzlp af freﬁgangsméden ifplge DE~offentligggrelses=-

skrift 2.415.079.

Eksempel 1
Fra menneskeligt blod fraskilles de faste bestanddele (blodceller og

blodplader), og stgrkningsfaktorerne fjernes. Udgangsoplgsningen indeholder 5 =
6 % plasmaprotein. Ifglge den i DE-offentligggrelsesskrift 2.415.079 beskrevne
fremgangsmide fjernes stgrkningsfaktoren VIII og fibrinogenet ved kryo-ethanol-
sedimentering. Prothrombim-komplekset fjernes ved absorption. Den oprindelige
plasma er HBAg-negativ, har normale transaminase-verdier og indeholder intet
synligt hmmoglobin. Til den oprindelige plasma tilsgttes natriumcaprylat, indtil
der opnds en koncentration pa 0,004 mol. Blandingen, som indeholder ca. 9% etha-
nol, opvarmes ved en pH-vardi p& 6,5. pH-verdien opnds ved hjelp af 0,5 n HCL.
Temperaturen bringes i lgbet af ca. 3 timer ved ensartet varmetilfgrsel op pd
68°C. Derefter afkgles vesken til 10°C. Suspensionen forarbejdes videre i et med
yderkappe afkgleligt rotationsrensefilter ved 10°C. Den til videreforarbejdning
bestemte oplgsning indeholder 2 - 2,5% albumin.

P4 tegningen er i en principskitse vist, hvorledes udgangsoplgsningen
forarbejdeé.'nen centrale indretning i hele anlmgget er en filterbeholder 20 med

dobbeltveg, si at man ved hjelp deraf kan foretage sivel opvarmning som afkg-
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ling. Beholderen har en kapacitet pd ca 220 liter og en filteroverflade pd ca.
3m2. De runde filterskiver 22 er forbundet med en central drejelig hul aksel 21
pa en sddan mide, at filtratet, efter at det er tradt gennem filteroverfladen og
det filtermedium, som dzkker hver filterskive, strgmmer ind i midtersgjlen og
derefter bortsuges gennem en ledning 23 og en klarlgbsventil 8 til en klarings-
tank. Filterskiverne er overspz=ndt med et metaltrddsvav. Filterskiverne udggr i
princippet en hul kasse, som stdr i forbindelse med en hul aksel 21. Filterhj=l-
pemidlet og de udfzldede globuliner fjernes mellem filtreringoperationerne ved
centrifugal udslyngning fra filterskiverne, som eftervaskes med 1% NaCl-oplgs-
ning, sd at filteret derefter atter er forberedt til den nzste operation.

Den ufiltrerede udgangslgsning holdes under stadig omrgring (rgreverk
3) i suspension i en beholder 24. Ved hj=lp af en pumpe 2 indfgres udgangssub-
stansen gennem en tillgbsventil 10 og to indlgbsventiler 11, 12 i filterbeholde-
ren 20. Beholderen kan ved hjelp af en trykluftventil 5 forsynes med trykluft.

Fgrst belmgges filterelementerne med i destilleret vand suspenderet
filterhj=lpemiddel i en suspension pid et kg Celite 545R (varemerke for kiesel-
gur-hjzlpemiddel) i 500 1 vand med en primsrpaskylning pid ca. 0,2 cm tykkelse
ved atmosfaretryk. Derefter tilszttes 25 kg Celite 5458 til 500 1 albuminholdig
suspension og omrgres. Blandingen fgres fra beholderen 24 til filterbeholderen
20 og trykkes ved et overtryk pd 2 bar gennem elementerne 22's filterflader. In-
den den egentlige bortledning af den filtrerede vaske til klaringstanken sendes
substansen i kredslgb (kredslgbsventil 6, pumpe 2) gentagne gange gennem filter-
elementerne, indtil filtratet fremtrazder tilstrakkeligt klart i et skueglas 25.
Derefter bortledes filtratet gennem ventilen 8 til klaringstanken.

Sa snart den rensede, albuminholdige oplgsning forlader filtret, pumpes
samtidig en 1% vandig kogsaltoplgsning gennem filtret. Mengden af denne oplgs-
ning er omtrent lig med det halve volumen af den anvendte albuminholdige suspen=-
sion, dvs. i udfgrelseseksemplet ca. 250 liter.

Gennemstrgmningsmengden er ca. 150 liter/time. Proteinkoncentrationen i
filtratet ved begyndelsen af processen andrager ca. 2,5%, medens slutkoncentra-
tionen andrager ca. 0,05%. Den fremkomne oplgsning er klar med en proteinkoncen-
tration pd ca. 1,5% (albumin) og en osmolalitet pd ca. 1000 mosm.

Det klare filtrat diafiltreres derefter under anvendelse af et milipore
pellicon kassette-system (filteroverflade ca. 0,9 mz, producent: Millipore GmbH,

Neu-Isenburg, Tyskland) indtil der er opndet en 25% proteinoplgsning med en os-
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molalitet mellem 100 og 200 mosm. Gennemstrgmningsmengden ved begyndelsen af
‘processen er ca 5 -~ 6 liter filtrat/minut. Diafiltrering er en filtrering gennem
en dialysemembran.

Filterrensningen sker ved rotation af filterelementerne ved hj=lp af en
drivmotor 1 og bortledning af slammet gennem en udlgbsventil 9. Gennem ventilen
4 kan den bortledte substaﬁs endnu engang padslynges og filtreres.

vVasken udviser allerede efter gennemgang af det fgrste filter ingen
Tyndall-effekt og er vandklar. Vasken er praktisk taget fri for ledsagesubstan~
ser, sisom lipider eller fremmede proteiner. Den kan ogsd direkte tilfgres til
albuminberigelsen og den i det fglgende beskrevne filtreringsproces.

Albuminberigelsen er i og for sig kendt og beskrevet i det nzvnte DE-
offentligggrelsesskrift 2.415. 079.

I princippet udfgres ialt fglgende operationer:

Plasma, 600 kilo, som indeholder:

‘ 33,6 kg protein, deraf 18,48 kg albumin (=55%)

1. + 9% ethanol .

+ 0,004 M natrium-caprylat
+ HCl (til pH 6,5)

2. Varmfzldning: 30 minutter, 68° C
3. + HC1 pH 4,4
4. rotationsrensefiltrering
Filtrat
' 5. diafiltrering (koncentrering og dialyse)
6. + NaOH pH 7,0
7. klarfiltrering.

Albumin-oplgsning med 17,2 kg albumin (virkningsgrad 93%)

Eksempel 2: )

Fra et placenta-ekstrakt fjernes fgrst det tilstedeverende hzmoglobin
ved hjmlp af oplgsningsmidler som £x. trichloreddikesyre, chloroform, eller
diethylether. ﬁerefter opvarmes den proteinholdige wvaske ved pH 6,5 til 68°C.
Efter -afkgling og indstilling af pH-verdien p& 4,4 ved tilsmtning af 0,5 n-HCl
tilszttes under omrgring til den opndede wveske 3 kg filterhjzlpemiddel (filter-
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hj=lpemiddel: Hyflo-Super-CelR, varemerke for et kieselgur-filterhjzlpemiddel).

Ved en temperatur pd 18°C og et tryk pa 4 bar trykkes vesken gennem det
allerede beskrevne paskylningsfilter med en maskevidde pad 70 p. Der arbejdes
fglgelig uden primzr paskylning. Vesken fgres i kredslgb, indtil den i skueglas-
set fremtraeder vandklar og fri for Tyndall-effekt. Derefter bringer man ved den
kendte fremgangsmide det i vmsken varende albumin til den gnskede koncentration.

Efter gennemstrgmning af den samlede vaske eftervaskes den i pdskyl-
ningsfiltret varende filtreringsrest med destilleret vand eller en 0,9% NaCl-op-
lgsning. Ogsd den herved fremkomne veske er vandklar og indeholder endnu 0,5 -
20% albumin. Den kan ligeledes tilfgres direkte til albumin-koncentreringen, si-
ledes som det fx. er beskrevet i DE-offentligggrelsesskrift 2.415.079. -

Det skal bemmrkes, at filtreringen pd rotationsrensefilteret kan fore-
tages bdde med og uden primerpdskylning. Rensningen af filterskiverne sker ved
rotation og modskylning, idet filterskiverne s=zttes i rotation, og resterne
bortledes som slam. '

Ved anvendelse af tilstrazkkelig vaskevaske (dest. vand eller NaCl-op-
lgsning) kan opnds en udbytteforggelse til ca. 96% af den tilfgrte albuminmeng-
de. De ved andre separationsmetoder som f£x. centrifugeringsteknikken, navnlig
ved elueringen af de fgrst fraskilte proteiner fremkomne spildstofm=ngder - for-
&rsaget ved mndring af tmthedsforholdet oplgsningsmiddel:faststof og fineste me-
kaniske fordeling - undgds ved en restvolumenfiltrering, efter at enten en rens-
ning ved rotation og modskylning eller en klaring af filterapparatvoluminet ved
cirkulation har fundet sted. En filtrering inden den videre forarbejdning af den
fortyhdede albuminoplgsning kan p& grund af den store renhed undlades.

Fraskillelsen af de faste stoffer er uafhzngig af temperaturen. Filtre-
ringshastigheden mndrer sig kun lidt med tiltagende éller aftagende temperatur
oé kan lades ude af betragtning. Almindeligvis bringes den til pH 4,4 syrnede,
varmebehandlede plasma til udskillelse ved stuetemperatur i et med yderkappe af-
k¢1eli§t rotationsrensefilter. Filtreringsprocessen kan ogsd finde sted ved an-
dre temperaturer. Erfa:ingen har vist, at et temperaturomrdde pd 4° til 40°C er
muligt som arbejdsomrdde. Filtreringstrykket kan efter den n=sten tryklgst sted-
findende primerpdskylning forgges til 4,0 * 2,5 bar. Den derved fremkommende
filtreringseffekt andrager ca. 150 liter filtrat/mz/time. Som filterhjelpemiddel
har, som allerede nmvnt, kieselgurer vist sig szrlig egnede.

De i eksemplerne nmvnte mengder er variable, alt efter filterkapacite-
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ten. Der blev foretaget forsgg bidde i smd volumina (ca. 10 liter) og i stgrre

beholdere (ca. 500 liter) med samme gode resultater.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsméde-til fraskillelse af ved varme udfzldede proteiner fra
albuminholdige, ved udvindingen af albumin fra blodplasma fremkomne suspen-
sioner, kendetegnet ved, at proteinerne frafiltreres pad et rota-
tionsrensefilter i en lukket trykbeholder pd filterskiver, som er belagt med en
filterdug med en maskevidde pa 20 - 200y, og at filtreringen sker under anven-

delse af et filterhjmlpemiddel.

2. Fremgangsmide ifplge krav 1, k en de t e gn e t ved, at maskevidden
er 70 - 90u.
3. Fremgangsmdde ifglge krav 1 og 2, kendetegnet ved, at

filtreringen sker ved vandret anbragte filterskiver udsp=ndt pa& metaltriddsvev
med en maskevidde pa 80u.

4. Fremgangsmide ifglge krav 1 - 3, k ende tegnet ved, at der til
en suspension med 4 - 6% plasmaprotein szttes 30 - 70 g kieselgur-filterhj=lpe-
middel pr. liter.

5. Fremgangsmide ifglge krav 1 - 3, kendetegne ; ved, at der an-
vendes et cellulose~filterhjzlpemiddel i forkveldet tilstand.

6. Fremgangsmide ifglge krav 1 og 5, kendetegnet ved, at det i
filterkagen verende, endnu proteinholdige waskevolumen ledes ud gennem en yder-
ligere filterindretning, efter at der er sket enten en rensning ved rotation og
modskylning eller en ved cirkulation stedfunden klaring af filterapparatvolume-
net.

7. Fremgangsmdde ifglge krav 1 og 5, kendetegnet ved, at der

arbejdes ved et filtreringsovertryk pd 4,0 * 2,5 bar.

Fremdragne publikationer:
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