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Pattedyrsblodplasma eller -plasmaderivat, der i det vasentlige er fri
for aktive hepatitis-B eller non-A, non-B-virus, indeholder faktor
Vi1, idet mazngden af denatureret faktor VIII i forhold til summen af
udenatureret og denatureret faktor VIl er mindre end 50 vagtpro-
cent. Plasmaet steriliseres ved at blive bragt i kontakt med et deter-
gent, en aikohol eller en ether, fortrinsvis en blanding af detergent
og ether, sadvanligvis efterfulgt af fjerneise af det virusinaktiveren-

de middel.
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opfindelsen angir en fremgangsmade til inaktivering af hepatitis-B
eller -non-A, -non-B-virus i pattedyrsblodplasma eller i pattedyrs-
plasmaproteinoplesninger. Blodplasmaet eller plasmaproteinoplesningen
bliver herved i det vasentlige fri for aktiv hepatitisvirus pé en
sadan made, at de vardifulde proteiner, som er til stede i blodplas-

maet sisom faktor VIII, ikke vasentligt denatureres.

Der er gjort adskillige forseg pa at inaktivere virus sasom hepati-
tis-B-virus (HBV) i blodplasma fra pattedyr, isar mennesker. Det er
praksis i nogle lande at forirsage inaktivering af hepatitis-B-virus
i blodplasma ved at lade plasmaet komme i kontakt med et virusinakti-
verende middel af den type, der bliver tvarbundet med den protein-
holdige del af hepatitis-B-viruset, eller som samvirker med virusets
nucleinsyre. Det er fx kendt at forsege at inaktivere hepatitis-B-vi-
rus ved kontakt med et aldehyd sasom formaldehyd, hvorved der sker
en tvarbinding til proteinet, og hepatitis-B-viruset inaktiveres. Det
er ogsd kendt at forarsage inaktivering af viruset ved kontakt med
B-propiolacton (BPL), et middel, der indvirker pa virusets nuclein-
syre. Det er endvidere kendt at anvende ultraviolet lys, isar efter

B-propiolactonbehandling.

Uheldigvis har disse midler kun en begrznset evne til at inaktivere
vira og har ogsd en skadelig virkning pa andre vardifulde proteinbe-
standdele i plasmaet. Ved sadanne inaktiveringsmetoder inaktiveres
eller denatureres fx faktor VIII i et omfang af 50-90% eller mere af
den faktor VIII, der findes i ubehandlet plasma. P4 grund af de de-
naturerende virkninger af disse virusinaktiverende midler er det
nedvendigt ved fremstilling af derivater til administration til
patienter at koncentrere store mezngder plasma, for at det materiale,
der administreres til patienten, har en tilstrakkelig koncentration
af det udenaturerede protein til effektiv terapeutisk behandling.
Denne koncentration pavirker imidlertid ikke nedsattelsen af mengden
af denatureret protein. Som felge heraf modtager patienten ikke alene
det udenaturerede protein, men ogsd en mzngde denatureret protein,

der ofte er mange gange hejere end mangden af det udenaturerede pro-

tein.
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Hvis der fx som felge af inaktivering af hepatitis-B-virus i humant
blodplasma med B-propiolacton fias et plasma, hvis faktor VIII er ble-
vet inaktiveret med 75%, er de resterende 25% faktor VIII derfor til
stede i en sa lille koncentration, midlt som en funktion af selve
plasmaet, at det er nedvendigt at koncentrere store mangder faktor
VIII for at tilvejebringe en tilstrazkkelig koncentration til, at den
er af terapeutisk vardi. Da sidanne separationsteknikker ikke effek-
tivt fjerner denatureret faktor VIII fra udenatureret faktor VIII,
kan det materiale, der administreres til patienten, indeholde mere
denatureret protein end udenatureret protein. En sadan inaktivering
er selvfelgelig verdifuld ud fra det synspunkt, at risikoen for
hepatitis-B-virusinfektion nedsattes, men kraver forarbejdning af
store mangder plasma og giver et vasentligt tab af vardifulde pro-
teinbestanddele. Administration af store mangde denaturerede pro-
teiner kan endvidere gore disse antigene over for varten og siledes
fordrsage autoimmune sygdomme, fx rheumatoid arthritis, eller anti-

stof over for selve den denaturerede faktor VIII.

Tabet af disse vardifulde proteinbestanddele er ikke begranset til
faktor VIII, som er det mest ustabile af de vardifulde proteimer i
pattedyrs blodplasma. En tilsvarende proteindenaturering finder sted
med hensyn til de nedennzvnte andre vardifulde plasmabestanddele:

koagulationsfaktor II, VII, IX, X, plasminfibrinogen, IgM, etc.

Faktor VIII bliver imidlertid denatureret i steorre omfang end de

pgvrige vaerdifulde proteiner, der findes i blodplasma.

Som felge :f det ovenstdende er det undtagen ved fremstilling af se-
rumalbumin og en stabil plasmaproteinoplesning, der kan tdle pasteu-
risering, for tiden praksis i USA, hvad angdr forarbejdning af blod-
plasma og derivater deraf, at undgéd at sterilisere plasmaet til in-
aktivering af hepatitisvirus. Som felge heraf er modtagere af faktor
VIII, gammaglobulin, faktor IX, fibrinogen, etc., nedt til at accep-
tere den risiko, at de vardifulde proteinbestanddele, der administre-
res, kan vare kontamineret med hepatitisvirus. Som felge heraf er
modtagerne i fare for at blive inficeret med disse virus og blive
nedsaget til at udholde de skader, som viruset paferer leveren, med

den deraf felgende invaliditet og sygdom, som kan fere til deden.
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Den ovenfor beskrevne BPL/UV inaktiveringsmetode er endnu ikke taget
i brug i USA af flere grunde, bl.a. fordi mange‘forskere mener, at
BPL i sig selv er skadelig, da det ikke kan fjernes fuldstendigt
efter inaktiveringen og siledes kan forblive i plasmaet og plasma-
derivaterne i ikke ubetydelige mengder. BPL har vist sig at vare

kraftfremkaldende hos dyr.

Der kendes andre metoder til inaktivering af hepatitis-B-virus i
plasma, men disse er sadvanligvis upraktiske. En fremgangsmade om-
fatter tilsatning af antistoffer til plasmaet, hvorved der dannes et
immuncomplex. De omkostninger, der er forbundet med antistofdannelse
og- rensning, bidrager vasentligt til omkostningerne ved plasmapro-
duktion: endvidere er der ingen sikkerhed for, at en tilstrakkelig
mezngde hepatitis-B- eller non-A, non-B-virus inaktiveres. Der findes
for tiden ingen test for non-A, non-B-antistoffer (selv om der er en
test for viruset), hvorfor det ikke er muligt at valge plasma, der

indeholder heje titre af anti-non-A, non-B-antistof.

Det er klart, at problemerne med inaktivering af hepatitisvirus i
plasma er forskellige fra problemerne med inaktivering af selve virus
som folge af, at plasmaet samtidig indeholder de enskelige proteinbe-
standdele. Medens det er kendt at inaktivere hepatitis-B- virus ved
hjzlp af tvarbindingsmidler, fx glutaraldehyd, med nucleinsyrerea-
gerende kemikalier, fx BPL eller formaldehyd, eller oxidationsmidler,
fx chlorox (natriumhypochloritoplesning) etc., har man formodet, at
disse metoder ikke egner sig til inaktivering af virus i plasma som
folge af den iagttagelse, at de fleste af disse inaktiverende midler
(natriumhypochlorit, formaldehyd, B-propiolacton) denaturerer de

vardifulde proteinbestanddele i plasmaet.

Det er derfor onskeligt at tilvejebringe en fremgangsmade til steri-
lisation af blodplasma eller plasmaproteinoplesninger fra pattedyr,
hvilken fremgangsmade i det vasentlige ikke fordrsager denaturering
af de vardifulde bestanddele i plasmaet, og som ikke medferer an-
vendelsen af et potentielt kraftfremkaldende middel. Det er isar
onskeligt at tilvejebringe en fremgangsmade til fremstilling af

blodplasma eller plasmaproteinoplesninger, i hvilke alle de tilstede-
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varende hepatitisvirus er inaktiveret, og i hvilke denatureret pro-
tein sasom faktor VIII kun udger en ringe mengde af den samlede

mengde af disse proteiner i plasmaet eller i plasmaoplesningen.

En yderligere fordel ved de foreslidede fremgangsmader er, at plasma
eller plasmaproteinoplesninger behandlet pi denne made er fuldstandig
klare og gennemsigtige som felge af fjernelse af plasmalipider.
Endvidere bevares klarheden pi ubestemt tid ved lagring ved 4°C.
Dette frembyder vasentlige fordele fremfor ubehandlet plasma eller

plasmaproteinoplesninger, idet

1) det let bliver muligt at detektere kontaminering med bakterier ved

eftersyn, hvilket er vanskeligt i uklare suspensioner, og

2) udvikling af mikroaggregater af udfzldede lipoproteiner, der nor-
malt opstar ved opbevaring i kulde af ubehandlet plasma eller plasma-
proteinoplesninger, forhindres, hvorved de potentielt ugunstige virk-
ninger ved infusion af siddanne mikroaggregater, der kan satte sig
fast i lunge-, nyre- eller hjernekapillarerne og blokere disse, und-

gas.

Sluttelig muligger de foresliede fremgangsmidder inaktivering af
virusinfektioner i plasma eller i plasmaproteinoplesninger, som
stammer fra kroniske bazrere af hepatitis- B-virus, hvilket muligger
en sikrere fremstillingsproces og et sikrere produkt. De ovenfor

beskrevne ideer og bevaggrunde er vist i fig. 1.

Det har nu overraskende vist sig, at medens de fleste virusinaktive-
rende midler denaturerer faktor VIII og andre vardifulde blodplasma-
proteiner, har ikke alle virusinaktiverende midler en sddan virk-
ning. Det har vist sig, at hvis blodplasmaet eller plasmaproteinop-
lesningen behandles med et praparat bestdende af en ether og et ikke-
ionisk detergent, inaktiveres de hepatitis-virus, der findes i plas-
maet eller plasmaproteinoplesningen, i det vasentlige fuldstandigt,
uden at der sker mnogen vasentlig denaturering af andre proteiner.
Fremgangsmidden er derfor ejendommelig ved, at plasmaet eller plasma-
proteinoplesningen bringes i kontakt med et virusinaktiverende middel

bestidende af en ether og et ikke-ionisk detergent. Fremgangsmiden
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efterfelges af fjernelse af de inaktiverende midler, og saledes
bliver bade hepatitis-B- og -non-A, -non-B- virus i det vasentlige
inaktiveret, og vagtprocentdelen af den denaturerede faktor VIII i
plasmaet eller plasmaproteinoplesningen er mindre end 30-50% baseret
pa den samlede mengde af denatureret og udenatureret faktor VIII
deri. For behandlingen har en pulje af humant blodplasma sadvanligvis
et indhold af aktive hepatitis-B-virus pd mellem 10l og 103 viruspar-
tikler pr. ml samt vasentlige (101—102) mzngder non-A, non-B-viru-

spartikler. Efter behandlingen er der ikke nogen levende viruspartik-

ler tilbage.

Ved sadanne fremgangsmader tilvejebringes blodplasma eller plasmapro-
teinoplesninger fra pattedyr, der indeholder faktor VIII, hvor vagt-
procentdelen af denatureret faktor VIII i forhold til summen af
udenatureret faktor VIII og denatureret faktor VIII er mindre end
30-50%, hvilke plasma eller plasmaproteinoplesninger ikke indeholder

hepatitis-B- eller non-A, non-B-virus.

Pattedyrs blodplasma indeholder fortrinsvis mindre end 50 vagtprocent
denatureret faktor VIII baseret pad summen af denatureret og udenatu-
reret faktor VIII deri. Det foretrakkes isar, at denne vardi er min-
dre end 15, fortrinsvis mindre end 10 vagtprocent. Ved hensigtsmessig
forarbejdning kan man reducere mengden af denatureret faktor VIII til
mindre end 5 vagtprocent, isar mindre end 3 vagtprocent, fortrinsvis
mindre end 2 vagtprocent baseret pa den samlede vagt af denatureret

og udenatureret faktor VIII.

Ved inaktiveringsfremgangsmiden ifelge opfindelsen inaktiveres i det
vasentlige alle hepatitisvirus i blodplasmaet eller plasmaproteinop-
losningen. Metoden til bestemmelse af infektivitetsniveauer ved in
vivo tests pa chimpanser er beskrevet af Prince, A.M., Stephen, W.,
Brotman, B. og van den Ende, M.C., "Evaluation of the Effect of Beta-
propiolactone/Ultraviolet Irradiation (BPL/UV): Treatment of Source
Plasma on Hepatitis Transmission by Factor IV Complex in Chimpan-

zees", Thrombosis and Haemostasis 44, 1980, side 138-142.

Det inaktiverede hepatitisvirus inaktiveres ved behandlingen med de

her omhandlede specifikke inaktiverende midler og inaktiveres ikke pa
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grund af, at plasmaet indeholder antistoffer, der binder til hepati-

tisvirus og danner immuncomplexer, selv om dette ogsd kan forekomme.

Behandling af plasmaet eller plasmaproteinoplesningen omfatter til-
setning af virusinaktiverende midler bestdende af en ether og et
ikke-ionisk detergent. Som fslge af denne behandling kan der vare en
lille restmengde tilbage af et sddant ikke-ionisk detergent eller
ether. Blodplasmaet kan derfor indeholde en restmazngde af ether eller
jkke-ionisk detergent, men denne ether eller ikke-ioniske detergent
findes i en koncentration pa mindre end 1%, fortrinsvis mindre end

0,001%.

Ved fremgangsmiden ifelge opfindelsen kan plasma fra donorer samles i
en pulje uden sarlige forholdsregler for at sikre, at plasma, som in-
deholder aktivt hepatitis-B-virus, ikke sattes til puljen. Dette
letter forarbejdningen af plasmaet og ger det muligt at eliminere
flere trin, herunder tidlig testning af hver halve liter blod, som
modtages fra donoren. Dette gor det muligt at forarbejde store mang-
der plasma ledsaget af en nedsattelse af omkostningerne.

Ved forarbejdning af plasma inaktiveres hepatitisvirus ved behandling
med et virusinaktiverende middel bestiende af en ether og et ikke-
jonisk detergent. Generelt benyttes i fremgangsmiden ifelge opfihdel—
sen fortrinsvis mindst 0,1 vagtprocent virusinaktiverende middel ba-
seret pa rumfanget af det plasma eller de plasmaproteinoplesninger

der skal behandles.
Etheren kan tilszttes i en mazngde pd 5-50 volumenprocent, fortrinsvis
20-40 volumenprocent, baseret pad rumfanget af det plasma eller de

plasmaproteinoplesninger, som skal behandles.

Oplesningen, dispersionen eller suspensionen af det inaktiverende

middel har sadvanligvis en pH-vardi pa 6,0-8,0.

Sarligt foretrukne ethere til anvendelse ved inaktivering ved frem-

gangsmaden ifelge opfindelsen er ethere med den almene formel

rl.0-r2
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hvor Rl og R2 uafhangigt af hinanden betegner Cl_lg-alkyl eller -al-
kenyl, som kan indeholde et oxygen- eller svovlatom i kaden, isar
Cl_s-alkyl eller -alkenyl. Szrligt foretrukne ethere er dimethyl-
ether, diethylether, ethylpropylether, methylbutylether, methyliso-

propylether og methylisobutylether.

Egnede ikke-ioniske detergenter omfatter sidanne, som ved omgivel-
sestemperatur dispergerer op til 0,1 vagtprocent fedt i en vandig
oplesning, som indeholder 0,1 vagtprocent fedt, nar der tilsattes 1 g
pr. 100 ml detergent deri. Sarligt velegnede detergenter omfatter
polyoxyethylenderivater af fedtsyrer, partielle estere af sorbitol-
anhydrider, fx de produkter, der er kendt under navnet Tween®80 og
Tween®20, ikke-ionisk olieopleseligt, vandopleseligt detergent som
det, der szlges kommercielt under navnet Triton®X100. Natriumdeoxy-
cholat er ogsa egnet savel som "Zwittergenterne", som er syntetiske
switterioniske detergenter, der er kendt som "sulfobetainer" sasom
N-dodecyl-N,N-dimethy1-2-ammonio-l-ethansulfonat og dermed beslagtede
forbindelser eller ikke-ioniske detergenter sasom octyl-pB-D-gluco-

pyranosid.

Andre egnede ikke-ioniske detergenter er sadanne, som har ca. 15-35,
isar ca. 18-33, oxyethylenenheder i molekylet, isar i narvarelse af
et mercaptanreduktionsmiddel sasom fx mercaptoethanol, dithiothrei-
tol, dithioerythritol og dithiooctansyre. Egnede ikke-ioniske over-
fladeaktive midler er oxyethylerede alkylphenoler, polyoxyethylen-
sorbitanfedtsyreestere, polyoxyethylensyrer, polyoxyethylenalkoholer,
polyoxyethylenolier og polyoxyethylen-oxypropylenfedtsyrer. Specifik-

ke eksempler herpa er felgende:

alkylphenoxypolyethoxy-(30)-ethanol,
polyoxyethylen-(2)-sorbitan-monolaurat,
polyoxyethylen-(20)-sorbitan—monopalmitat,
polyoxyethylen—(20)-sorbitan-monostearat,
polyoxyethylen-(20)-sorbitan-tristearat,
polyoxyethylen-(20)-sorbitan-monooleat,
polyoxyethylen-(20)-sorbitan-trioleat,

polyoxyethylen-(ZO)-palmitat,
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polyoxyethylen- (20)-laurylether,
polyoxyethylen- (20)-cetylether,
polyoxyethylen- (20) -stearylether,
polyoxyethylen- (20)-oleylether,
polyoxyethylen-(25)-hydrogeneret ricinusolie,
polyoxyethylen- (25) -oxypropylen-monostearat.

Behandling af plasma eller plasmaproteinoplesninger med det inakti-
verende middel udfsres ved en temperatur pi mellem -5°C og 50°C,
fortrinsvis mellem 1°C og 4°C i mindst 1 minut, fortrinsvis mindst 16
timer og sadvanligvis i 16-24 timer. Behandlingen er sadvanligvis
effektiv ved atmosfarisk tryk, selv om subatmosfarisk og superatmos-

farisk tryk ogsid kan anvendes.

Efter behandling fjernes det virusinaktiverende middel sadvanligvis,
selv om dette ikke i alle tilfzlde er nedvendigt, afhangigt af det
virusinaktiverende middels karakter og den patankte yderligere be-

handling af plasmaet eller plasmaproteinoplesningen.

For at fjerne ether fra plasmaet eller plasmaproteinoplesningen
udsattes disse sadvanligvis for en temperatur pa 4-37°C, idet der
anvendes et let vakuum for at fjerne den resterende ether. Fortrins-
vis tilvejebringes der midler til at sprede plasmaet eller plasmapro-
teinoplesningen som en tynd film for at sikre maksimal kontakt og
fjernelse af etheren. Andre fremgangsmader til fjernelse af etheren i

inaktiverende midler omfatter

1) gennembobling af nitrogengas,

2) diafiltrering under anvendelse af i ether uopleselige (fx Te-
fien®) mikroporese membraner, der tilbageholder plasmaprotei-
ner,

3) absorption af snskede plasmakomponenter pa chromatografiske el-
ler affinitetschromatografiske underlag,

4)  udfazldning, fx ved udsaltning af plasmaproteiner,

5) lyofilisering, etc.

Nir der anvendes ikke-ioniske detergenter i det inaktiverende middel,

fjernes de ved 2)-5) ovenfor.
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Ether til stede, fjernes sadvanligvis fer fjernelsen af detergent.
Etheren kan udvindes til genanvendelse ved anvendelse af hensigts-

messige destillations/kondensationssystemer, Som er velkendte inden

for fagomradet.

Som beskrevet ovenfor kan blodplasmaet eller plasmaproteinoplesningen
fremstillet ved fremgangsmiaden ifelge opfindelsen karakteriseres ved
den relative maengde af denatureret faktor VIII i forhold til summen
af denatureret og udenatureret faktor VIII. Isar er mengden af dena-
tureret faktor VIII i forhold til summen af denatureret og udena-
toreret faktor VIII mindre end 50 vagtprocent. Detektering af mangden
af denatureret faktor VIII bestemmes ved at bestemme forholdet mellem
faktor VIII antigen (CAG)-indholdet (et mdl for faktor VIII protein)
og faktor VIII aktivitet (et mal for udenatureret faktor VIII).
Forholdet F VIII aktivitet og CAG antigen er ideelt 1,0, nar der ikke

findes nogen denaturering, og det ber ikke vare mindre end 0,5.

De ovennzvnte assays udferes ved standardmetoder, fx som beskrevet i
Haemostatis and Thrombosis, A.L. Bloom, D.P. Thomas, Edw. Churchill -

Livingstone, London, 1981.

Fremgangsmiden ifelge opfindelsen geor det muligt at samle humant
blodplasma i puljer og behandle det humane blodplasma, der er samlet
i en pulje, som sadant. Den muligger ogsa at udvinde blodproduktder-
ivater sasom plasmaproteinoplesninger indeholdende faktor VIII,
gammaglobulin, faktor IX eller faktor IX-complexet (faktor II, VII,
IX, X), fibrinogen og et hvilket som helst andet blodderivat (her-
under HBsAg, som anvendes til fremstilling af HBV-vaccine), der alle
ikke indeholder nogen resterende smitsom hepatitisvirus. Blodplasma
eller plasmaproteinoplesninger fremstillet ved fremgangsmaden ifelge

opfindelsen indeholder bestanddele, som er karakteristiske ved

a) fraver af spormangder af et virusinaktiverende middel,
som tvarbinder med den proteinlignende del af et virus eller

indvirker pa virusets nucleinsyre, og/eller
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b) tilstedevarelsen af detekterbare mangder af virusinakti-
verende middel bestidende af en ether og eventuelt en alkohol
og/eller et ikke-ionisk detergent i en mangde pa mindre end 1

vagtprocent, og/eller

c) tilstedevarelsen af inaktiveret hepatitis-B og/eller non-A

non-B-hepatitisvirus, og/eller
d) fravaer af smitsomme (levedygtige) hepatitisvirus.

Opfindelsen belyses narmere ved nedenstiaende eksempler.

EKSEMPEL 1
Inaktivering af hepatitis-B- og non-A, non-B-virus i plasma
A) Hepatitis-B-virus

New York Blood Center Standard HBV infektionsvirus (plasma 78-564
udvundet fra en kronisk barer af viruset) blev fortyndet i forholdet
1:10 med frisk normal (chimpanse nr. 222) chimpanseplasma, som mang-
lede antistoffet HBsAg. Denne fortynding indeholdt 107’9 chimpanse-
infektionsdoser (CIDSO) pr. ml. Der tilsattes Tween®80 indtil en
slutkoncentration pa 1% v/v og derefter ethylether (Malinskyodt, anez-
stetisk kvalitet) indtil en slutkoncentration pa 20% v/v. Oplesningen
blev blandet grundigt ved hvirvling og blev derefter holdt ved 4°C i
16 timer. Etheren blev derefter fjernet i vakuum, oplesningerne blev
centrifugeret i 10 minutter ved 4000 omdr./minut, og det klare plasma
blev udvundet. 1,25 ml heraf blev injiceret intravenest i 2 seronega-
tive chimpanser, der aldrig fer var blevet brugt til forseg. Dette
blev efterfulgt af ugentlige tests af hepatitis-B-serologiske marke-
rer (HBsAg, anti-HB, anti-HBs, og serumtransaminaseniveauer (AST,
ALS)) i 12 méneder. Den resterende del af plasmaet blev testet for
faktor VIII-prokoagulantaktivitet, faktor VIII-CAG-antigenaktivitet
og for mangden af HBsAg (hepatitis-B-overfladeantigen). Yderligere 2
chimpanser modtog samme smitsomme plasma fortyndet 10'2, men ubehand-

let. Resultaterne er vist i tabel I.
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Tabel 1

Inaktivering af HBV-smitte med Tween®80/ether uden inaktivering af
faktor VIl og HBsAg

Chimpanse Aktivitet Behandling af Hepatitis
nr. HBV inoku- plasma (ALT>50
leret dosis 1u/L)
(C]OSO)
134 1082 ingen .
6,9 .
137 10 ingen +
146 1079 Tween®80 (-)
163 107-° + ether (-)
Chimpanse Inkubations- Udvikling af Plasmaanalyse
nr. periode til anti-HBs og faktor VIII?
dannelse af anti-HBc Akti- Anti- HBsAg
HBsAg (uger) vitet gen (ugm/mL)
%) (%) z
134 4 * 100 100 90
137 4 +
146 () (-) 96:9% 95:9% 81:18°
163 (-) (-)

! Udtrykt i procent af ubehandlet plasma
2 Justeret for fortyndinger for at anfere indholdet i det oprindelige
plasma

3 + to standardafvigelser.
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Begge chimpanser (nr. 134 og 137), som modtog ubehandlet HBV, blev
angrebet af hepatitis-B-infektion med en inkubationstid P& 4 uger.
Opfolgende resultater af chimpanse nr. 134 og 137 er vist i fig. 2,
hvor lukkede cirkler betegner HBsAg, &bne cirkler betegner Anti-HBs,
kvadrater betegner SGPT (Alaninaminotransferase, ALT), (-) betegner

negativ test for Anti-HBc og (+) betegner positiv test for Anti-HBc.

I modsztning hertil viste intet af dyrene, som modtog Tween®80/ether-
behandlet HBV smitsomt plasma, som i starten indeholdt 10 gange sa
stor en mengde af smitsom HBV, som der blev inokuleret i kontroldyre-
ne, nogen tegn pia HBV-infektion, hvilket viste, at alle de smitsomme
vira var blevet inaktiveret. Proceseffektiviteten af denne fremgangs-
méde er siledes sterre end eller lig med 107’9, dvs. mindst 100 mil-
lioner smitsomme doser kan inaktiveres. P4 trods af denne bemzrkel-
sesvardige steriliserende virkning blev den procoagulerende aktivitet
af faktor VIII, faktor VIII-protein og HBsAg i det vasentlige fuld-
stzndig bevaret. Det bsr bemzrkes, at bevaringen af HBsAg-aktivitet
viste, at denne fremgangsmide kan anvendes som en forbedret teknik
til fremstilling af hepatitis-B-vaccine ud fra plasma fra HBV-bare-

Ye.
B) Inaktivering af non-A, non-B-hepatitis virus i plasma

Dette forseg blev udfert parallelt med det ovennavnte forseg og blev

udfert identisk hermed med undtagelse af, at

1. det smitsomme plasma var en 10-1 fortynding af Hutchinson Strain
(7-12-77) non-A, non-B-virus modtaget frosset i teris fra Dr. Robert
Purcell, direkter for Hepatitis Laboratory, National Institute for
Allergy & Infectious Diseases, N.I.H., Bethesda, Maryland. Dette
materiale danner non-A, non-B-hepatitis hos chimpanser med en inku-
bationstid pa ca. 5-7 uger for ALT-stigning. Dette materiale har vist
sig at have en titer pa ca. 108 CIDSO/ml hos chimpanser og ca. 108
ID50 hos silkeaber (Feinstone, S. & Purcell, R.H., Personlig medde-
lelse). Det behandlede plasma, som indeholdt en 10-2 fortynding af

Hutchinson-plasmaet, havde saledes et indhold af det smitsomme virus

pa 10%4-106 ID, o/l
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2. De inokulerede chimpanser var for blevet anvendt til en sikker-
hedstest af med formalin inaktiveret HBV-vaccine, men var ikke blevet
anvendt i noget andet forseg. De blev i 12 maneder fulgt med tests
hver anden uge for alle de ovennavnte markerer. Otte kontrolchimpan-
ser blev inokuleret med det samme Hutchinson-stamme-podestof og fulgt

pa tilsvarende mide. Resultaterne er vist i tabel II.
Tabel II

Inaktivering af non-A, non-B-virus’ smitsomhed uden inaktivering af

faktor VIII-aktivitet

Chimpanser NANB-virus Behand-  Hapatitis Analyse af plasma
inokuleret ling (inkubation  faktor viirt
dosis tidsrum op Aktivi-  Anti-
(IDs5q) til ALT>50) tet, % gen, %

8 chimpanser 10%-10° ingen 3-21 N.D. N.D.

157 104-106 Tween®  (-) 97102 984102

164 80 +

ether (-)

Det viste sig igen, at det behandlede plasma var usmitsomt, men beva-
rede sin faktor VIII-aktivitet. Proceseffektiviteten til inaktivering
af non-A, non-B-virus, som blev bedemt ud fra dette forseg, er sterre
end eller lig med 10%-106, dvs. mindst 10.000-1.000.000 smitsomme

doser kan inaktiveres.
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EKSEMPEL 2

Tween®80/etherbehandling af koncentreret faktor VIII (Lyoc®, The New
York Blood Center) med fuldstandig bevaring af den prokoagulerende

aktivitet af faktor VIII

Lyoc® er et koncentrat af faktor VIII, som anvendes klinisk til be-
handling af hamophili. Lyoc® fremstilles uden, at man forseger at
sterilisere hepatitisvirus deri, og det er sidledes sandsynligvis i
det store og hele smitsomt over for modtagere, som ikke er immune. En
prove af Lyoc® blev behandlet med Tween®80/ether som beskrevet oven-
for for at bestemme, om indholdet af faktor VIII-aktivitet kunne

bevares.

Resultaterne er vist i tabel III.

Tabel III

Virkningen af Tween®80/etherbehandling af et faktor VIII-koncentrat
pa faktor VIII-aktivitet

Materiale Faktor VIII-prokoagulerende aktivi-

tet (% af ubehandlet koncentrat)

Lyoc® - ubehandlet 100 = 10
Lyoc® - behandlet med
Tween®80/ether 110 + 10

Aktiviteten af faktor VIII blev i det vasentlige fuldstandig bevaret.

Fremgangsmiden ifelge opfindelsen kan anvendes til inaktivering af
andre virus, der findes i blodet, sasom cytomegalovirus, Epstein-

Barr-virus, laktisk dehydrogenase-virus, herpes-virus, rhabdovirus,
leucovirus, myxovirus, alphavirus, arbovirus (gruppe B), paramyxo-

virus, arenavirus og coronavirus.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til inaktivering af hepatitis-B-virus eller non-A-,
non-B-hepatitisvirus i pattedyrsblodplasma eller pattedyrsplasmapro-
teinoplesninger,

kendetegnet ved, at blodplasmaet eller plasmaproteinoples-

ningen bringes i kontakt med et virusinaktiverende middel bestiende

af en ether og et ikke-ionisk detergent.

2. Fremgangsmade ifslge krav 1,

kendetegnet ved, at etheren har den almene formel R1-0-RZ,
hvor Rl og R2 uafhangigt af hinanden betegner Cl_lg-alkyl eller
-alkenyl, som kan indeholde et oxygen- eller svovlatom i kaden.

]

3. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at kontakten med ikke-ionisk detergent og

ether er en successiv kontakt.

4. Fremgangsmide ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at plasmaet eller plasmaproteinoples-
ningen forbliver i kontakt med det virusinaktiverende middel i et

tidsrum pid mindst 1 minut og holdes ved en temperatur pad mellem -5°C

og 50°C.

5. Fremgangsmade ifelge krav 4,
kendetegnet ved, at de virusinaktiverende midler er til

stede i en mengde pi mindst 0,1 vagtprocent baseret pa volumenet af

det plasma eller den plasmaproteinoplesning, der skal behandles.

6. Fremgangsmide ifelge krav 5,

kendetegnet ved, at de virusinaktiverende midler er til
stede i en mengde pid mellem 0,1 og 50 vagtprocent baseret pa plas-

maets eller plasmaproteinoplesningens volumen.

7. Fremgangsmade ifslge krav 6,

kendetegnet ved, at de virusinaktiverende midler fjernes

efter behandlingen.
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8. Fremgangsmade ifslge krav 1,
kendetegnet ved, at pattedyrsblodplasmaet eller pattedyrs-

plasmaproteinoplesningen er af human oprindelse.

9. Fremgangsmade ifelge krav 8,
kendetegnet ved, at det humane blodplasma er blodplasma,
som er samlet i pulje, eller at plasmaproteinoplesningen er afledt af

en siadan pulje.

10. Fremgangsmade ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at det blodplasma eller den plasmaprotei-
noplesning, der udsattes for fremgangsmaden, indeholder non-A, non-B-

hepatitisvirus.

11. Fremgangsmade ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at plasmaproteinoplesningen er et koncen-

trat af faktor VIII.
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