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Menetelms tekija. VIII:n vesiliuosten pastéroimiseksi

Tamd keksintd koskee menetelmid hyytymistekija VIII:n, eri-
tyisesti ihmisen tekij& VIII:n vesiliuosten past8roimisek-
si. Keksinndn tavoitteena on poistaa tai inaktivoida tart-
tuva virus, joka saattaa olla l&snd tekij& VIII:n sisdalta-
visss valmisteissa. Keksinnén erityistavoitteena on suorit-
taa tekija VIII:n vesiliuosten lampokéasittely oclosuhteissa,
joissa kaikki virukset inaktivoituvat varmasti, samalla kun
saadaan terapeuttisen ihmisen hyytymistekija VIII-proteii-

nin suuri saanto.

Ihmisen hyytymistekija VIII (t&éstedes tekija VIII), jota
myds kutsutaan antihemofiiliseksi tekijaksi (AHF), on osa
veren hyytymisjérjestelmas. Tekij& VIII:n tulee olla lasné,
jotta hyytyminen tapahtuu. Henkilét, joilta puuttuu koko-
naan tai osaksi kyky syntetisoida tekija VIIIl:aa, sairasta-
vat A-hemofilia nimistsd tautia, joka on synnynndinen sai-
raus. Taudille ovat tunnusomaisia usein toistuvat verenvuo-

dot, erityisesti niveliin ja lihaksiin.

Sen vuoksi on valttamatdntéd antaa henkil®dille, joilta puut-
tuu tekija VIII, tekija VIII:n sisdltévia valmisteita. T&l-
lainen A-hemofiliapotilaiden korvaushoito aloitettiin Eu-
roopassa vuonna 1865. Taman korvaushoidon tuloksena A-hemo-
filiapotilaiden keskim#&arsinen elinaika on huomattavasti
pidentynyt. Niinp& A-hemofiliapotilaiden keskimaaridinen
elinikd on Ruotsissa pidentynyt vuoden 1848 noin 16 vuodes-
ta noin 56 vuoteen vuonna 1978. Lisdksi korvaushoito on va-
hentiényt vammauttavien verenvuotojen lukum&araa A-hemofi-
liapotilailla ja siten parantanut potilaiden kykya ansaita

elantonsa ja parantanut heid&n elinolosuhteitaan.

Valmisteita, jotka sisalt&vat tekijs VIII:n, valmistetaan
ihmisverestad tai veriplasmasta. Tata varten tunnetaan eri-
laisia valmistusmenetelmid. Kaikissa niissa lahtbprosessi

on samanlainen. Luovuttajan veri lasketaan pussiin, joka
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sissaltad koaguloitumisen estoainetta. Koaguloitumisen esto-
aine voi olla sitraatti-fosfaatti-dekstroosia (CPD), happo-
sitraatti-dekstroosia (ACD) tai hepariinia. Veren plasma
erotetaan muista komponenteista sentrifugoimalla. Tama
erottaminen voi tapahtua luovuttajalta verta otettaessa
niin kutsutulla plasmafereesilla. Veriplasma varastoidaan
Jasdytettyna. Jastynyt veriplasma sulatetaan ja suoritetaan
niin sanottu kylm&ésaostus. Saatava kylmédsakka sisdltisa te-
kij& VIII:n ja muodostaa lahtékohdan mybhemmélle valmistuk-

selle.

Tama voidaan suorittaa tunnettuun tapaan kayttamiallsa saos-
tusmenetelmis epasuotavan proteiiniaineen poistamiseksi.
Tamén proteiinimateriaalin saostaminen voi tapahtua esimer-
kiksi lis&amallsa etanolia (Mattock et al, EP-patenttihake-
mus n:o 0062456, 1982), polyetyleeniglykolia (Sarno et al,
EP-patenttihakemus n:o 0221556, 1987) tai glysiinia (Mitra
et al, EP-patenttihakemus n:o 0126789, 1984). Muita tunnmet-
tuja menetelmisi episuotavan proteiiniaineen poistamiseksi
liuoksista, jotka sisaltavat tekija VIII:n, on kromatograa-
fisten menetelmien kiytts (esimerkiksi kuten Chavin et al

kuvaavat EP-patenttihakemuksessa n:o 0104356, 1984).

Liséksi tiedet&sn, etta veriplasman, joka on valmistettu
kayttidmilla hepariinia antikoagulanttina, niin sanotun he-
parinisoidun veriplasman kayttaminen voi lisatsa tekija
VIII:n saantoa kylmisakassa (Rock et al, EP-patenttihakemus
n:o 0053046, 1982). Hepariini on sulfatoitujen polysakkari-
dien ryhm&, jonka molekyylipaino on 5000-40000, tavallises-
ti 15000-25000, ja sillsa on hyytymista estdavd vaikutus ve-
riplasmassa. Vaikka hepariini voi lis&tsd tekija VIII:n
saantoa, hepariinia ei kiyteta laajalti antikoagulanttina,
koska se esti&a veren monien muiden komponenttien kaytén te-

rapeuttisiin tarkoituksiin.

Hepariinilla on hyytymist& estava vaikutus veressd tai ve-
riplasmassa. Hepariini sindénsd osaksi estas trombiinin muo-

dostumisen, osaksi se toimii katalyyttind trombiini-anti-
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proteiini, joka pystyy pilkkomaan tekij& VIII-molekyylin.
Tekija VIII on tarked hyytymistekija veren hyytymisjéarjes-
telmédsss. Tekija VIII:n aktivoituminen aiheuttaa tekija
VIII-molekyylin pilkkoutumisen. Tamé aktivoituminen voi
tapahtua aktivoidun tekij& X:n, aktivoidun proteiini C:n
tai trombiinin avulla, joista viimeksi mainittu on tarkein.
Hepariinin lisdaminen vaikuttaa siis luonnolliseen hyyty-

misjérjestelmésn ja stabiloi siten tekija VIII:n.

Hepariini ei vaikuta vapaiden kalsiumionien pitoisuuteen
veress& tai veriplasmassa, joka sisaltas tekija VIII:n.
T&mé on pdinvastoin kuin sitraatti- tai sitraattia sis&lta-
viss& antikoagulanteissa, kuten sitraatti-fosfaatti-dekst-
roosissa (CPD), joissa lésnsoleva sitraatti toimii kelaatin
muodostajana ja muodostaa kompleksin kalsiumin kanssa. Kos -
ka kalsiumin lasndolo on térkes tekija VIII:n stabiiliuden
kannalta, hepariinin kéytt&minen antikoagulanttina saattaa

olla véline parannettaessa tekij& VIII:n stabiiliutta.

Tekija VIII:n stabiloiminen hepariinilla heparinisoidussa
veriplasmassa tapahtuu siis osaksi estamalla trombiinin
muodostuminen, mikd huonontaa tekijsa VIiIl:aa, ja osaksi

muuttamatta kalsiumionien lasnioloa.

Tekijs VIII:n sis&ltavia valmisteita voidaan valmistaa he-
pariiniveriplasmasta korkealla tekij& VIII-aktiivisuussaan-
nolla kylmésakassa (Smit-Sibinga et al, Lancet, ii, 449,
1981). Syyn& tdhsn on osaksi se, etts hepariini stabiloi
tekija VIII:n plasmassa, osaksi se, ettéd hepariini lissas

tekija VIII:n saostumista kylmisaostuksessa.

Jotta kylmésakkaan saataisiin suurempi tekija VIII:n saan-
to, on térkedd, ettd hepariini lisstssn plasmaan verta luo-
vuttajalta otettaessa. Hepariinin liss&minen mybhemmin sit-
raattia sis&ltavalls antikoagulantilla valmistettuun veri-
plasmaan ei lisa& tekija VIII:n saantoa kylmésakassa (Mika-

elsson et al, Blood, Vol. 62, N:o 5, 1883, s. 1006). Sama-
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teiden valmistusvaiheessa kylmdsakan uudelleenliuvottamisen
Jalkeen tai sen aikana ei paranna tekij& VIII:n saantoa.
Siten hepariinin vaikutus riippuu sen lis&amisestd verta
luovuttajalta otettaessa. Toisaalta sekd hepariinin etta
kalsiumin lis&dminen sitraattia sisaltsévaan veriplasmaan

tai fraktioihin saattaa lis&até tekija VIII:n saantoa.

Vakava ongelma ihmisen verestd tai veriplasmasta valmistet-
tujen valmisteiden tai fraktioiden terapeuttisessa k&ytossa
on se, ettd veri tai veriplasma saattaa sis&ltidsd tarttuvan
viruksen. Esimerkkejid tallaisista tarttuvista viruksista
ovat hepatiitti B-virus, hepatiitti non-A, non-B-virus ja
ihmisen immuunikatovirus. Tarttuvan viruksen siirtyminen

on tunnettua ei ainoastaan tekijd VIII:n sisaltavia valmis-
teita kiytettéessd, vaan myds yleensa ihmisen veresta tai
veriplasmasta valmistettuja valmisteita kiytettidesssa. Esi-
merkkeja tallaisista valmisteista ovat hyytymisekija IX,

hyytymistekijé XIII, immunoglobuliini, antitrombiini III.

Tarttuvan viruksen poistamiseksi ihmisen verestsa tai veri-
plasmasta valmistetuista terapeuttisista valmisteista tai
niitd sis&ltévista liuoksista tunnetaan useita erilaisia
menetelmis. Erdiassd tiédllaisessa tunnetussa menetelmisss te-
rapeuttista proteiinia sisaltiavia vesiliuoksia kuumennetaan
10 tuntia 60°C:ssa, jolloin estetasn varmasti tarttuvan vi-
ruksen siirtyminen naitd plasman proteiineja sisaltavia
valmisteita kiaytettidess&. Jottei vesiliuoksessa oleva tera-
peuttisesti aktiivinen proteiini psdse denaturoitumaan tai
sille tapahdu muuta vahinkoa, on kuitenkin valttamatsénta

lis&té stabilointiaineita lampokésittelyn aikana.

Rasvahappojen suoloja tai aminohappoa lisstisinkin stabi-
lointiaineiksi, kun ihmisen albumiini- tai proteiini-
konsentraattia sis&ltivid liuoksia lampokésitellasn 10 tun-
tia 60°C:ssa (Gellis et al, J. Clin. Invest., 27, 239,
1948). Tamén menetelmén kayttiamisen ihmisen albumiini- tai

proteiinikonsentraatin k#&sittelyyn seurauksena tarttuvia
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viruksia ei ole siirtynyt nditéd valmisteita kaytettsessa
tamin menetelman vuonna 1848 tapahtuneen kayttéénoton jal-
keen. Tassd menetelmisssd ei tapahdu tai tapahtuu vain mer-
kityksetdntd terapeuttisen plasman albumiini-proteiinin

hivikkia.

Liuoksia, jotka sisaltavét plasminogeenis, voidaan stabi-
loida lysiini-aminohapolla, kun niitéd léampékésitellaan
60°C:ssa 10 tunnin ajan (Baumgarten et al, US-patentti n:o
3227626, 1966). Taman patentin mukaan tdm& menetelmd tuhoaa

lasnad olevan hepatiittiviruksen.

Liuokset, jotka sisaltavat hyytymistekija XIIl:a, voidaan

kuumentaa 60°C:een 10 tunnin ajaksi aminohapon, monosakka-
ridin tai sokerialkoholin l&asnidollessa (Fukushima, patentti
n:o Sho 51-134878, 1976). Noin 50 %:n havikki tekija XIII-

aktiivisuudessa on raportoitu tamé&n menetelmidn yhteydessa.

Edelleen liuoksia, jotka sisdltidviat proteinaasin estajan
antitrombiini IIl:n, voidaan stabiloida sitruunahapon suo-
loilla ennen niiden kuumentamista 10 tuntia 60°C:ssa (Hol-
leman et al, Thromb. & Haemo., 38, 201, 1877). Terapeutti-
sen proteiinin antitrombiini IIl:n havikki on tassad mene-

telméssa noin 30 %.

Tekija VIII:n stabiloimiseksi lamp&késittelylla tunnetaan

erilaisia menetelmia.

Erdstd menetelméd, jossa tekija VIII stabiloidaan kuumenta-
malla 10 tuntia 60°C:ssa jonkin polyolin kanssa, on kuvattu
(US-patentti n:o 4440678, 1984). Tiasssi menetelméssa lisa-

téan esimerkiksi sakkaroosia, valinnaisesti yhdessa glysii-
ni-aminohapon kanssa, sellaisena mé&réanéd, etta liuos sissl-
tdéd lissyksen jalkeen 62 paino-% sakkaroosia tai se on kyl-

lastynyt sakkaroosilla.

Erdsta samantapaista menetelm&aa tekija VIII:n stabiloimi-

seksi samalla tavoin lampokasittelemalla 10 tuntia 60°C:ssa
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(EP-patenttihakemus n:o 0117064, 1984). Tass& menetelméassi
lisdtddn esimerkiksi 66 paino-% sakkaroosia tai sorbitolia

stabilointiaineeksi lampdkéasittelyn ajaksi.

Tunnetaan erds menetelmd, jossa kidytetaan joko jonkin neut-
raalin aminohapon, sakkaridin tai sokerialkoholin ja jonkin
karboksyylihapon, joka sisaltiaa 3-10 hiiliatomia, suolan
yhdistelm&a, tekija VIII:n stabiloimiseksi lampokasittelyl-
la 609 C:ssa 10 tunnin ajan (EP-patenttihakemus n:o 00778789,
1983). Ihmisen albumiinia voidaan lis&ts lisastabilointi-
aineeksi. Tdss&d menetelméssa lisatiaan esimerkiksi 25 paino-
% glysiinia ja 20 paino-% natriumkaprylaattia stabilointi-

aineeksi.

Edelleen tunnetaan erids menetelmd tekija VIII:n lampokasit-
telemiseksi 10 tuntia 60°C:ssa samalla vahentiaen kontami-
noivan fibrinogeenin pitoisuutta (DE-Offenlegungsschrift
n:o 2816711, 1980). Stabilointiaineena on jokin sakkaridi
tai sokerialkoholi yhdess&a suuren aminohappopitoisuuden
kanssa. Lasnsdoleva aminohappo saa tekija VIII-liuoksessa
olevan fibrinogeenin saostumaan. Téssa menetelméssa lisa-
tédén esimerkiksi 50 paino-% sakkaroosia ja 2M glysiinia

tekija VIII-liuokseen lampokasittelyn ajaksi.

Lopuksi vield UK-patentista 2172000 tunnetaan menetelmi
livoksen, joka sis&ltsd tekija VIII:n lisaksi hepariini-
tai muita polysakkaridijdamid, joita ei ole poistettu koko-
naan aikaisemmissa puhdistusvaiheissa, lampokasittelemisek-
si 10 tuntia 60°C:ssa. Néissa aikaisemmissa kokeissa tal-
laisten hepariinijaamamadrien ei todettu vaikuttavan miten-
kaén tekija VIII:n saantoon lampbkésittelyn jslkeen (katso
s. 4, rivit 6-7 UK-patenttijulkaisussa 2172000).

Aikaisemmin tunnetuille menetelmille vesiliuoksessa olevan
tekija VIII:n stabiloimiseksi lamptkasittelylla 60°C:ssa
10 tunnin ajan on tunnusomaista, etta tekija VIII:n saanto

lampokésittelyn jalkeen on alhainen. Edella mainittujen
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patenttijulkaisujen esimerkeissa raportoidaankin tekija
VIII:n saanto 10 tunnin 60°C:ssa suoritetun lampdkéasittelyn

jélkeen seuraavan taulukon mukaisesti.

Menetelman kuvaus Tekija VIII-aktiivisuus-

saanto prosentteina

US-pat. 4440679, esimerkki 1A 63
US-pat. 4440679, esimerkki 1B 61
EP-pat.hak. 0077870, taulukko 1 40-70
EP-pat.hak. 0117064, esimerkki 1 58
EP-pat.hak. 0117064, esimerkki 2 56
EP-pat.hak. 0117064, esimerkki 3 58
EP-pat.hak. 0117064, esimerkki 4 57
DE-Off. 2816711, esimerkki 2 52

Alhainen tekija VIII:n saanto aikaisemmin tunnetuissa mene-
telmissd on niiden vakava haitta. Koska tekija VIII:n si-
sdltavia valmisteita ja fraktioita valmistetaan luovutta-
Jilta saadusta ihmisen verests tai veriplasmasta, tama aine

on erittdin rajallinen raaka-aine.

Niinpa Tanskassa kaytetaan vuosittain noin 20 miljoonaa KY
tekija VIII:aa (1987), mikd vastaa noin 400 000 luovutta-
Jaa. 1 KY (kansainvalinen yksikks) tekija VIIl:aa vastaa 1
ml:n normaalia plasmaa tekija VIII-aktiivisuutta. Samanai-
kaisesti nididen valmisteiden valmistuskustannukset ovat
erittdin korkeat ja tekija VIII-aktiivisuuden saanto alhai-
nen, mink& vuoksi tekija VIII on erittain kallis proteii-
ni. Niinp& 1 KY:n tekija VIIIl:aa eritt&in puhtaassa tekija
VIII-valmisteessa hinta on Tanskassa noin 4 Dkr. Tekija
VIII:n vuosikulutus Tanskassa vastaa noin 80 mil joonaa Dkr.
On siis erittdin tirkesds, etta tekijaé VIII:n saanto on kor-

kea.

Esilla oleva keksinté koskee menetelm&iéd, joka on patentti-
vaatimuksen 1 johdannossa méériteltyd tyyppia ja jonka tun-

nusmerkit on midritelty patenttivaatimuksen tunnusmerkki -
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valmistetta kidytettiesssd ja se antaa myds korkean tekija

VIII:n saannon.

Menetelméssa lis&tdan tekija VIII:n liuokseen hepariinia

stabilointiaineeksi yhdessa jonkin sakkaridin tai sokeri-
alkoholin kanssa ja lampokisittely suoritetaan sindnsa tun-
netulla tavalla, mieluiten 10 tuntia 60°C:ssa. Talla tavoin

saadaan hamméastyttdvén korkea tekija VIII:n saanto.

Kun hepariinia lisataan stabilointiaineeksi yhdessa jonkin
sakkaridin tai sokerialkoholin kanssa sitraattia Ja tekija
VIII:aa sisaltavan vesiliuoksen 10 tunnin lampdkasittelyssa
60°C:ssa, tarkeas on vain trombiinin estovaikutus. Tata
vaikutusta voidaan voimistaa sitomalla hepariini von Wille-
brand-tekijasn. Lasndolevan sitraatin vuoksi kalsiumtaso

ei nouse, jolloin tekija VIII stabiloituu.

Hepariinilisayksen vaikutuksen voidaan siis katsoa Johtuvan
siita, etta se vaikuttaa luonnolliseen hyytymissysteemiin,

Jonka seurauksena tekija VIII stabiloituu.

Tamé on pédinvastainen ilmié kuin aikaisemmissa lisayksissa
tekija VIII:n vesiliuosten 10 tunnin lampokésittelyssa
60°C:ssa. Sakkarideilla, sokerialkoholilla, aminohapoilla
tai orgaanisten happojen suoloilla on stabiloiva vaikutus
siind mielessd, ettd nami stabilointiaineet vaikuttavat

proteiinin hydrataatiocoasteeseen tai varauseroon.

Menetelmé, jossa tekija VIII:n vesiliuosta lampdk&sitellasan
10 tuntia 609 :ssa kayttamalls hepariinia stabilointiainee-
na yhdessa jonkin sakkaridin tai sokerialkoholin kanssa,
voidaan suorittaa mille tahansa tekija VIII:n sisaltavidlle

fraktiolle tai valmisteelle.

Sakkaridi tai sokerialkoholi lisatasan sitraattiliuoksiin,
Jotka sissltavat tekija VIII:n. Parhaaksi todettu suoritus-

muoto on lis&té sakkaroosia. Tekijadn VIII:n stabiloituminen
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mydtd. Niinp& sitd voidaan lisatd 20 paino-%:sta kyllasty-
miseen saakka. Parhaaksi katsotun suoritusmuodon mukaan
sakkarocosia lis&atdan 60 paino-% liuoksen painosta. Tekijan
VIII:n liuoksen kylliastaminen sakkaridilla tai sokerialko-
holilla osaksi aiheuttaa késittelyvaikeuksia johtuen korke-
asta viskositeetista, osaksi tarttuvan viruksen stabiloitu-

misen.

Hepariinia voidaan lis&td ennen tai jalkeen sakkaridin tai

sokerialkoholin lisayksen 1,0-4,0 KY (kansainvalista yksik-
ko6& ) hepariinia/gramma liuosta sakkaridin tai sokerialkoho-
lin lisdyksen jalkeen. Lisays, joka vastaa 1,5-2,5 KY hepa-

riinia/gramma liuosta, on paras suoritusmuoto.

Liian suurten hepariinimddrien lisdaminen aiheuttaa tekija
VIII:n saostumisen. Tamé saostuminen voidaan havaita mit-
taamalla liuoksen sameus. Onkin todettu, ettd liuoksen sa-
meuden voidaan havaita kasvavan, kun hepariinia lis&atiaan
4,0 KY hepariinia/gramma liuosta. Proteiinien saostumiseen
pitee se seikka, ettd liuoksen kemikaaliset ja fysikaaliset
olosuhteet, kuten proteiinin pitoisuus, proteiinin koostu-
mus, Jjohtavuus, pH tai suolapitoisuus, vaikuttavat saostu-
misasteeseen. Muutokset esimerkiksi proteiinin pitoisuudes-
sa tai proteiinin koostumuksessa saattavat siten aiheuttaa
muutoksia hepariinipitoisuudessa, joka antaa suurimman te-
kija VIII:n saannon, ilman ettd proteiiniliuos alkaa saos-

tua.

Maksimisaannon saamiseksi pH-arvo tulee s&aiatia liuoksessa
fysiologiselle tasolle. Niinpa pH-arvon tulisi olla 6,0-

7,0, parhaimman menettelytavan mukaan 6,2-7,0.

CaClp:n lis&éminen pienina madarinad saattaa aiheuttaa tekija
VIII:n stabiloitumisen laémpdkasittelyn aikana. Esilla ole-
vassa menetelmissa kidytetidn 0-150 mmoolia CaCljs:a/gramma

valmista liuosta.
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Sakkaridin tai sokerialkoholin poistaminen tekija VIII:n
livoksesta lampoékésittelyn jalkeen voi tapahtua tekija
VIII:n dialyysilld tai saostuksella liuoksesta.

Tekija VIII-aktiivisuuden maéarittaminen voidaan suorittaa
Joko 2-vaiheisella tai l-vaiheisella kokeella. Tiedet&asn,
ettd l-vaiheiset ja 2-vaiheiset kokeet voivat johtaa varsin
erilaisiin tekija VIIIl-aktiivisuuden m&drityksiin annetusta
ndytteestd. Lisd@ksi tiedetdidn, ettd toistetuissa mittauk-
sissa samalla kokeella samasta nidytteestd voidaan saada
suuria vaihteluja tekija VIII-aktiivisuuden ma&drityksessa.
Samoin tiedetdan, ettd tekija VIII-aktiivisuuden maarityk-
sissd saatavat tulokset voivat riippua muista lasndolevista
proteiineista tai muista komponenteista annetussa nayttees-

sa.

Tekija VIII-aktiivisuuden maaritys 2-vaiheisessa kokeessa
suoritetaan kromogeenisella substraattimenetelmallsa (KABI
Coatest Factor VIII), jossa alkuperaista menetelmis koeput-
kissa 379 :ssa on muunnettu suoritettavaksi mikrotiitteri-
levylla kayttdm&lls vihemmdn reagenttia huoneenlampétilas-
sa. Kiaytetédan 50 mikrolitraa niytettd tai standardiliuosta,
Joita kuumennetaan 10 minuuttia, kun niihin on sekoitettu
50 mikrolitraa fosfolipidid, tekija IXa:a ja tekija X:a&a.
Kun niihin on lis&tty 25 mikrolitraa 25mM CaClp:a, niita
inkuboidaan 15 minuuttia ja sitten lis&@tdasn 50 mikrolitraa

substraattia.

Viela 20 minuutin inkuboinnin jalkeen reaktio pysidytetiaan
lis&émalla 50 mikrolitraa 1M sitruunahappoa. Viarin muutos

luetaan 405 mnm:1la vertailuarvon ollessa 492 nm.

Tekija VIII-aktiivisuuden maaritys l-vaiheisessa kokeessa
suoritetaan APTT-menetelmdllsa (Activated Partial Thrombo-
plastin Time). 100 Mikrolitraa niaytettd tai standardiliuos-
ta pipetoidaan maljoihin ja sitten lisdtsaan 100 mikrolitraa
defisienttisd plasmaa (plasmaa, josta puuttuu tekija VIII,

General Diagnostics). Lis&ataan 100 mikrolitraa APTT-rea-
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genssia (General Diagnostics) ja liuosta pidetaan 37°C:ssa
$ minuuttia. Kun on lisatty 100 mikrolitraa 0,03M CaClj:a,

mitataan aika liuoksen koaguloitumiseen.

Kvantitatiivisia madrityksia varten valmistetaan kalibroin-
tikayrat, jotka perustuvat kansainvalisen standardiliuok-
sen, joka on kalibroitu WHO-standardin mukaan, laimennus-
sarjoihin (3rd Int. Standard of F VIII, Human Plasma, 3,9
IU/ml). 2-vaiheisessa kokeessa, kuten t&ss& todetaan, on
(noin 10 kertaa) alhaisempi detektiokynnys kuin l-vaihei-
sessa kokeessa. Hepariinin lisidyksen yhteydessid on eduksi
kdyttdd 2-vaiheista koetta, koska hepariinin vaikutus

kokeeseen voidaan helpommin poistaa laimentamalla.

Sameuden mi&rittaminen suoritetaan mittaamalla ekstinktio

400 mnm:1la.

N&in kokeet ovat osoittaneet, ettd hepariinin lis&ys pitoi-
suutena 1,0-4,0 KY/gramma liuvosta, joka sisaltas tekija
VIII:n, joka on stabiloitu jollakin sakkaridilla tai soke-
rialkoholilla lampbkasittelyn aikana, lisaa tekija VIII:n

saantoa.

Keksinndn mukaista menetelmédd valaistaan seuraavilla esi-

merkeilla.

Esimerkki 1

14 ml sitraattiliuvosta (0,53 g nmatriumsitraattia/litra),
Joka sis&ltaa 1680 KY tekija VIIl:aa, jaetaan 7 putkeen,
niin ettd jokainen putki sisaltad 2 ml liuosta. Jokaiseen
putkeen lisat&an 3 g sakkaroosia, jonka annetaan liueta.
Lisaksi jokaiseen putkeen lis&tasn hepariiniliuosta (500
KY/ml), niin ettd kukin putki sis&lt&sd hepariinia alla ole-
vassa taulukossa ilmoitetun médrén ja noin 48 KY tekija
VIII:aa/gramma valmista liuosta. Putket tulpitetaan ja l&m-
pOkésitelladn 10 tuntia 60°C:ssa. Tekija VIII masritetaan
l-vaiheisella kokeella ja liuoksen sameus madritetaan eks-

tinktiona 400 rnm:11l&.
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Hepariinilisays Tekija VIII-aktiivisuuden Eaqo00

KY/g liuosta saanto prosentteina
0,0 70 0,35
0,3 70 0,34
0,5 71 0,35
1,0 87 0,35
2,0 91 0,37
4,0 93 0,40
8,0 85 0,63

Esimerkki 2

20 ml sitraattiliuosta (0,53 g natriumsitraattia/litra),
Joka sisaltsas 6000 KY tekija VIII:aa, jaetaan 10 putkeen,
Nniin ettd jokainen putki sisaltdsd 2 ml liuosta. Jokaiseen
putkeen lisatssn 3 g sakkaroosia, jonka annetaan liueta.
Lisdksi jokaiseen putkeen lis&tsdn hepariiniliuosta (500
KY/ml), niin ettd kukin putki sisaltaa hepariinia alla ole-
vassa taulukossa ilmoitetun mi#sr&n ja moin 120 KY tekija
VIIl:aa/gramma valmista liuosta. Putket tulpitetaan ja lam-
pokdsitellasdn 10 tuntia 60°C:ssa. Tekija VIII maaritetsan

2-vaiheisella kokeella.

Hepariinilisays Tekija VIII-aktiivisuuden
KY/g liuosta saanto prosentteina
66
1,0 86
1,8 81
2,0 91
2,5 87

Esimerkki 3

8 ml sitraattiliuosta (0,53 ¢ natriumsitraattia/litra), jo-
ka sisdaltda noin 5000 KY tekija VIII:aa, jaetaan 4 putkeen,

niin ettsd jokainen putki sisalt&da 2 ml liuvosta. Jokaiseen
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putkeen lisat&&n 3 g sakkaroosia, jonka annetaan liueta.
Liséksi 2 putkeen lis&tsén hepariiniliuosta (500 KY/ml),
niin ett&d putket sis&ltaviat hepariinia 2,0 KY/g liuosta.
Putket tulpitetaan ja lampokasitellasdn 10 tuntia 60°C:ssa.
Koe toistetaan eri niaytemateriaaleilla, kaikkiaan 5 kertaa.
Tekija VIIIl:n pitoisuus vaihteli niaissia kokeissa 220-260
KY/g valmista liuosta. Tekija VIII masritetasan 2-vaiheisel-

la kokeella.
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Tekija VIII-aktiivi-

suussaanto %

40
40
42
71
81
76
51
55
53
86
87
87
55
60
58
85
89
87
71
71
71
83
84
84
59
66
63
84
85
85
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Parannus

%

81

63

51

18

35

Keskimdsdrdinen parannus kaikissa kokeissa on 50 %.
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Esimerkki 4

2 ml:aan sitraattiliuosta (0,53 g natriumsitraattia/litra),
Joka sisaltaa 600 KY tekija VIII:aa, sekoitetaan 3 g sakka-
roosia, jonka annetaan liueta. Lisdksi lis&ataan hepariini-
livosta (500 KY/ml) ja kalsiumkloridia (10°2M), niin etta
putki sisdltdsd hepariinia 2,0 KY, 100 mmoolia kalsiumklori-
dia ja 120 KY tekija VIIl:aa/g liuosta. Putki tulpitetaan
ja lampbkasitellaan 10 tuntia 609 C:ssa. Tekija VIII maari-
tetddn 2-vaiheisella kokeella. Tekijd VIII:n saanto oli

88 %.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd tekijd VIII:n vesiliuosten pastdroimiseksi
kuumentamalla liuos 55-65°C:n limpdtilaan 5-15 tunnin ajaksi
jonkin sakkaridin tai sokerialkoholin ldsndollessa, t u n -
nettu siitd, ettd kdytetddn puhdistettua sitraattia
sisdltdvdd tekijd VIII:n liuosta, johon edelleen lisitiddn
1-4 KY hepariinia/g valmista liuosta, minki jdlkeen suorite-

taan ldmpokédsittely.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd lisdtty hepariinimdiri on 1,5-2,5
KY/g valmista liuosta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd pH pidetddn arvossa 6,2-7,0
lémpSkésittelyn ajan.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd tekijid VIII-pitoisuus pidetdan
arvossa 10-300 KY/g valmista liuosta.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd sakkaridin tai sokerialkoholin
mddrd on 50-65 paino-% valmiin liuoksen painosta laskettuna.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un -

nettu siitd, ettd sakkaridi on sakkaroosi.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd limpdkidsittely suoritetaan
CaClz:n ollessa ldsnd mdirind, joka ei ylitd 150 mmoolia/g

valmista liuosta.
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Patentkrav

1. TFdrfarande fdr pastdrisering av vattenbaserade 16sningar
av faktor VIII genom upphettning av ldsningen till en tempe-
ratur av 55-65°C under en tidsperiod av 5-15 timmar i narva-
ro av en sackarid eller en sockeralkohol, kadanne -

t ecknat av att man anvander en renad citratinnehdl-
lande 1dsning av faktor VIII, till vilken man dessutom sdt-
ter 1-4 IU av heparin per g fardig 16sning £6ljt av varmebe-

handling.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat
av att den tillsatta heparinmidngden utgdr 1,5-2,5 IU per g

fardig losning.

3. Fobrfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kanne -
t ecknat av att pH-viardet hilles vid 6,2-7,0 under

varmebehandlingen.

4. Fodrfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, kdanne -
t ecknat avatt faktor VIII-innehdllet uppratthdlles
mellan 10 och 300 IU per g fardig 1ldsning.

5. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4, k anne -
t ec knat avatt mingden sackarid eller sockeralkohol
utgdr 50-65 vikt-% rdknat pd den fardiga ldsningen.

6. Forfarande enligt patentkrav 5, k Annetecknat

av att sackariden ar sackaros.

7. Fdrfarande enligt ndgot av patentkraven 1-6, k anne -
t ecknat avatt man genomfdr vidrmebehandlingen i nar-
varo av CaCl, i en mdngd som ej Overstiger 150 mmol per g

fadrdig losning.
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