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(gj)  Method  of  separating  a  factor  IX  preparation  from  blood  plasma. 

A  blood  coagulation  Factor  IX  preparation  is  separated 
from  plasma  by  selective  adsorption  of  Factors  II,  IX  and  X,  to 
the  substantial  exclusion  of  Factors  VII  and  VIII,  with  0.025- 
0,1 %  by  weight  of  a  water-insoluble,  crosslinked  polyelectro- 
lyte  copolymer  of  ethylene  and  maleic  anhydride  containing 
pendant  diloweralkylaminoloweralkyl  functional  groups. 



T h i s - i n v e n t i o n   r e l a t e s   t o   b l o o d  f r a c t i o n a t i o n   a n d  

more   p a r t i c u l a r l y   t o   t h e   s e p a r a t i o n   of  a  b l o o d  

c o a g u l a t i o n   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   f rom  p l a s m a   by  t h e  

s e l e c t i v e   a d s o r p t i o n   c f   F a c t o r s   I I ,   IX  and  X .  

The  p r o c e s s   of  b l o o d   c o a g u l a t i o n   i s   a  c o m p l i c a t e d  

p h y s i o l o g i c a l   a c t i v i t y   t h a t   i n v o l v e s   t h e   i n t e r a c t i o n   o f  

n u m e r o u s   s u b s t a n c e s   f o u n d   i n  n o r m a l   w h o l e  b l o o d .   I t   i s  

known  t h a t   c e r t a i n   f a c t o r s   a s s o c i a t e d   w i t h   t h e   b l o o d  

c o a g u l a t i o n   m e c h a n i s m   a r e   a b s e n t   o r   s e r i o u s l y   d e f i c i e n t  

i n   c e r t a i n   i n d i v i d u a l s .   In  t h o s e   p a t i e n t s   s u f f e r i n g  

f rom  c l a s s i c a l   h e m o p h i l i a ,   a n t i h e m o p h i l i c   f a c t o r   A 

(AHF,  F a c t o r   V I I I )   i s   d e f i c i e n t .   In  t h o s e   p a t i e n t s  

a f f l i c t e d   w i t h   h e m o p h i l i a   B,  p l a s m a   t h r o m b o p l a s t i n  

c o m p o n e n t   (PTC,  F a c t o r   IX)  i s   m i s s i n g   f r o m   t h e   b l o o d .  

S e v e r a l   o t h e r   f a c t o r s   w h i c h   a r e   i m p o r t a n t   i n   t h e  

c o a g u l a t i o n   m e c h a n i s m   a r e   F a c t o r s   I I ,   VI I   a n d   X.  A s  

w i t h   F a c t o r s   V I I I   and  IX,  t h e s e   o t h e r   f a c t o r s   a l s o   a r e  

d e f i c i e n t   or  a b s e n t   in   c e r t a i n   i n d i v i d u a l s .   F a c t o r s   I I ,  

V I I   and  X  a r e   u s u a l l y   a s s o c i a t e d   w i t h   F a c t o r   IX  i n   t h e  

f r a c t i o n a t i o n   o f   b l o o d   p l a s m a   i n t o   v a r i o u s   f r a c t i o n s ,  

and   a  c o n c e n t r a t e   of  t h e s e   f o u r   f a c t o r s   h a s   come  t o   b e  

k n o w n . a s   t h e   p r o t h r o m b i n   c o m p l e x .  



In  t h e   d e v e l o p m e n t   o f   m o d e r n   b l o o d   b a n k i n g   p r o g r a m s  

i n v o l v i n g   t h e   c o l l e c t i o n   and  s t o r a g e   of   l a r g e   q u a n t i t i e s  

of   b l o o d   and   b l o o d   c o m p o n e n t s ,   t h e   e s t a b l i s h m e n t   o f  

a d e q u a t e   p r e s e r v a t i o n   s y s t e m s   i s   c r i t i c a l .   S i n c e   W o r l d  

War  I I   i t   ha s   b e e n   common  p r a c t i c e   t o   c o l l e c t   b l o o d   i n   a  

s o l u t i o n   of   c i t r i c   a c i d ,   s o d i u m   c i t r a t e   and  d e x t r o s e  

known   as   ACD  b l o o d .  



The  p r o b l e m   of   p r e s e r v i n g   b l o o d   i s   much  s i m p l i f i e d ,  

h o w e v e r ,   when  i t   i s   r e d u c e d   to   p r e s e r v a t i o n   o f   v a r i o u s  

b l o o d   c o m p o n e n t s   s i n c e   i t  i s   e a s i e r   to   m e e t   t h e   e n v i r o n -  

m e n t a l   r e q u i r e m e n t s   of   t h e   s e p a r a t e   c o m p o n e n t s   t h a n   o f  

w h o l e   b l o o d .  

M o r e o v e r ,   i t   i s   w a s t e f u l   and  e v e n   d e t r i m e n t a l  

to  t h e   p a t i e n t   to   a d m i n i s t e r   more   b l o o d   c o m p o n e n t s   t h a n  

r e q u i r e d .   T h u s , t h e   h e m o p h i l i a c   n e e d i n g   c e r t a i n   b l o o d  

c o a g u l a t i o n   f a c t o r s   i d e a l l y   s h o u l d   be  g i v e n   o n l y   t h o s e  

f a c t o r s   r e q u i r e d   or  a t   l e a s t   a  p u r i f i e d   c o n c e n t r a t e   o f  

t h e s e   f a c t o r s   c o n t a i n i n g   a  r e d u c e d   l e v e l   o f   u n n e e d e d  

f a c t o r s .  

The  f r a c t i o n a t i o n   of   b l o o d   t o   o b t a i n   b l o o d   c o -  

a g u l a t i o n   F a c t o r s   V I I I   and   IX  and  t h e   p r o t h r o m b i n   c o m p l e x  

is   w e l l   k n o w n .   Mos t   f r a c t i o n a t i o n   m e t h o d s   r e q u i r e   t h e  

s e p a r a t i o n   of  F a c t o r   V I I I   f r o m   t h e   p l a s m a   o r   o t h e r  

s t a r t i n g   m a t e r i a l   p r i o r   to   t h e   s e p a r a t i o n   of   F a c t o r   IX  o r  

t h e   p r o t h r o m b i n   c o m p l e x .   F o r   e x a m p l e ,   F a c t o r   V I I I   i s  

f r e q u e n t l y   f i r s t   s e p a r a t e d   f r o m   p l a s m a   as  a  c r y o p r e c i p i t a t e  

or  by  p r e c i p i t a t i o n   w i t h   g l y c i n e   or   p o l y e t h y l e n e   g l y c o l   a s  

d e s c r i b e d   i n   U . S .   P a t e n t s   3 , 6 3 1 , 0 1 8   and  3 , 6 5 2 , 5 3 0   a n d  

r e f e r e n c e s   c i t e d   t h e r e i n .  

V a r i o u s   p r i o r   m e t h o d s   of   b l o o d   f r a c t i o n a t i o n  

f o r   t h e   p r e p a r a t i o n   o f   t h e   p r o t h r o m b i n   c o m p l e x   i n c l u d e  

t h e   b a r i u m   s u l f a t e   a d s o r p t i o n   m e t h o d   d e s c r i b e d   b y  

F o w e l l   i n   U .S .   P a t e n t   2 , 9 9 9 , 7 9 1   and  t h e   t r i c a l c i u m  

p h o s p h a t e   a d s o r p t i o n   m e t h o d   d i s c l o s e d   by  S o u l i e r   e t   a l ,  

La  P r e s s e   M e d i c a l e   7 2 ,   1 2 2 3 - 2 8   ( 1 9 6 4 ) .   T u l l i s   d i s c l o s e s  

t h e   u s e   o f   D E A E - c e l l u l o s e   i o n   e x c h a n g e r   f o r   t h e   p r o d u c t i o n  

of  a  p r o t h r o m b i n   c o m p l e x ,   New  E n g l a n d   J o u r n a l   of   M e d i c i n e  

2 7 3 ,   6 6 7 - 7 4   ( 1 9 6 5 )   w h i l e   t h e   c o r r e s p o n d i n g   u se   of   DEAE-  

S e p i z a d e x   i s   d e s c r i b e d   by  Wado  a n d   Mozen   i n   U . S .   P a t e n t  

3 , 7 1 7 , 7 0 5 .   A n d e r s s o n  e t  a l  i n   U . S .   P a t e n t   3 , 9 2 0 , 6 2 5  



f u r t h e r   d e s c r i b e   t h e   u se   of  D E A E - S e p h a d e x   s p e c i f i c a l l y  

f o r   t h e   p r e p a r a t i o n   of  F a c t o r   IX  c o n c e n t r a t e s .   Use  o f  

p o l y e t h y l e n e   g l y c o l   f o r   t h e   p r o d u c t i o n   of   p r o t h r o m b i n  

c o m p l e x   i s   t a u g h t   by  F e k e t e   and  S h a n b r o m   in   U . S .   P a t e n t s  

3 , 5 6 0 , 4 7 5   and  3 , 6 8 2 , 8 8 1 .   A l u m i n u m   h y d r o x i d e   and  o t h e r  

s u c h   g e l   m a t e r i a l s   a l s o   a r e   known  as   u s e f u l   in   t h e  

c o n c e n t r a t i o n   of  p r o t h r o m b i n   c o m p l e x   f a c t o r s   as   s e e n  

f r o m   B i d w e l l ,   U . S .   P a t e n t   2 , 8 6 7 , 5 6 7 .  

As  d i s t i n g u i s h e d   f rom  a l l   of   t h e   f o r e g o i n g   m e t h o d s ,  

in   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a  F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   i s  

s e p a r a t e d   f rom  p l a s m a   s u c h   t h a t   i t   a l s o   c o n t a i n s   F a c t o r s  

II   and   X  b u t   no t   F a c t o r   VII   w h i c h   i s   u s u a l l y   c o n t a i n e d  

in   t h e   p r o t h r o m b i n   c o m p l e x   c o n c e n t r a t e s   of   t h e   p r i o r   a r t .  

M o r e o v e r ,   t h e   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   of  t h i s   i n v e n t i o n  

a d v a n t a g e o u s l y   c an   be  s e p a r a t e d   f r o m   t h e   p l a s m a   p r i o r  

t o   t h e   s e p a r a t i o n   of  F a c t o r   V I I I .  

The  m e t h o d   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s   one   o f  

s e p a r a t i n g   a  F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   f r o m   p l a s m a  

c h a r a c t e r i z e d   by  c o n t a c t i n g   l i q u i d   b l o o d   p l a s m a   a t   a  p H  

of  f rom  a b o u t   7 . 5   to   a b o u t   8 . 5   w i t h   f r o m   a b o u t   0 . 0 2 5 %  

to   a b o u t   0 .1%  by  w e i g h t   of   t h e   p l a s m a   of   a  w a t e r -  

i n s o l u b l e ,   c r o s s - l i n k e d   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   o f  

e t h y l e n e   and  m a l e i c   a n h y d r i d e   c o n t a i n i n g   p e n d a n t  

d i l o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l   f u n c t i o n a l   g r o u p s   w h e r e b y  

F a c t o r s   I I ,   IX  and  X  a r e   s e l e c t i v e l y   a d s o r b e d   by  t h e  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   t o   t h e   s u b s t a n t i a l   e x c l u s i o n  

of   F a c t o r s   VII   and   V I I I   w h i c h   a r e   u n a d s o r b e d   and   r e m a i n  

in   t h e   l i q u i d   p l a s m a .  

In  a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,  a   F a c t o r  

IX  p r e p a r a t i o n   c o n t a i n i n g   F a c t o r s   I I ,   IX  and   X  i s  

s e p a r a t e d   f r o m   l i q u i d   p l a s m a   w i t h   a  w a t e r - i n s o l u b l e ,  

c r o s s - l i n k e d   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   o f   e t h y l e n e   a n d  

m a l e i c   a n h y d r i d e   c o n t a i n i n g   p e n d a n t   d i l o w e r a l k y l a m i n o -  

l o w e r a l k y l   f u n c t i o n a l   g r o u p s .   By  u s e   of   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e  

c o p o l y m e r   a t   a  r e l a t i v e l y   low  c o n c e n t r a t i o n   o f   f r o m   a b o u t  

0 . 0 2 5 %   to  a b o u t   0 .1%  by  w e i g h t   of  t h e   p l a s m a   and   a  pH  o f  



f r o m   a b o u t   7 . 5   t o   a b o u t   8 . 5 ,   a  F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n  

c o n t a i n i n g  F a c t o r s   I I ,   IX  and   X  s u r p r i s i n g l y   i s  

s e l e c t i v e l y   a d s o r b e d   b y . t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r  

t o   t h e   s u b s t a n t i a l   e x c l u s i o n   of   F a c t o r s   VI I   and  V I I I  

w h i c h   a r e   u n a d s o r b e d   and   r e m a i n   in   t h e   l i q u i d   p l a s m a .  



I f   d e s i r e d ,   t h e   a d s o r b e d   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n  

can   t h e n   be  e l u t e d   f r o m   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   by  w a s h i n g  

w i t n   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   o f   a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e  

s a l t   s u c n   as  N a C l ,   f o r   e x a m p l e   a  s o l u t i o n   of   a b o u t   o n e  

to  t h r e e   m o l a r   N a C l .   The  e l u t i o n   p r e f e r a b l y   i s   c a r r i e d  

o u t   a t   a  pH  of   f r o m   a b o u t   5 . 5   to   a b o u t   6 . 5   a l t h o u g h  

n i g h e r   p h ' s   a l s o   can   be  u s e d .  

The  s m a r t i n g   p l a s m a   u s e d   i n   t h e   f r a c t i o n a t i o n  

M e t h o d   of   t h i s   i n v e n t i o n   i s   g e n e r a l l y   o b t a i n e d   f r e s h  

f r o z e n .   T h i s   p l a s m a   s h o u l d   be  t h a w e d   b e f o r e   f r a c t i o n a -  

t i o n   w i t h   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r ,   p r e f e r a b l y   b y  

h e a t i n g   to   a  t e m p e r a t u r e   o f   a t   l e a s t   a b o u t   3 5 ° C .  

The  a p p r o p r i a t e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   can   t h e n   b e  

a d m i x e d   w i t h   t h e   p l a s m a   a t   a  c o n c e n t r a t i o n   o f   f r o m   a b o u t  

0 . 0 2 5 %   to   a b o u t   0 .1%  and   p r e f e r a b l y   a b o u t   0 . 0 3 5 %   t o  

a b o u t   0 . 0 5 % .   a n d   t h e   pH  a d j u s t e d   to   a  r a n g e   of   f r o m   a b o u t  

7 . 5   to   a b o u t   8 . 5 .   The  m i x t u r e   i s   s t i r r e d   f o r   a  s u i t a b l e  

t i m e ,   f o r   e x a m p l e   a t   l e a s t   a b o u t   10  m i n u t e s ,   d u r i n g  

w h i c h   t i m e   t h e   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   i s   s e l e c t i v e l y  

a d s o r b e d   by  t n e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   and   t h e   r e m a i n -  

i n g   l i q u i d   p l a s m a   i s   made  d e f i c i e n t   i n   F a c t o r s   I I ,   IX  a n d  

I n   g e n e r a l ,   t h e   w a t e r - i n s o l u b l e ,   c r o s s - l i n k e d  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r s   e m p l o y e d   i n   t h i s   i n v e n t i o n  

a r e   c o p o l y m e r s   o f   e t h y l e n e   and   m a l e i c   a n h y d r i d e   c o n t a i n -  

i n g   p e n d a n t   d i l o w e r a l k y  l a m i n o l o w e r a l k y l   f u n c t i o n a l   g r o u p s .  

By  t h e   t e r m   " l o w e r a l k y l "   i s   m e a n t   an  a l k y l   h a v i n g  f r o m  

a b o u t   1  t o   a b o u t   4  c a r b o n   a t o m s .  



The  b a s e   c o p o l y m e r   of   e t h y l e n e   and   m a l e i c  

a n h y d r i d e   (EMA)  can  be  p r e p a r e d ,   f o r   e x a m p l e ,   by  r e -  

a c t i n g   e t h y l e n e   and  m a l e i c   a n h y d r i d e   in   t h e   p r e s e n c e  o f  

a  p e r o x i d e   c a t a l y s t   i n   a  s u i t a b l e   s o l v e n t .   The  c o p o l y -  

mer   w i l l   p r e f e r a b l y   c o n t a i n   s u b s t a n t i a l l y   e q u i m o l a r  

q u a n t i t i e s   o f   t h e   e t h y l e n e   r e s i d u e   and   t h e   a n h y d r i d e  

r e s i d u e .  

The  b a s e   EMA  c o p o l y m e r   can   be  r e a c t e d   w i t h   a  

l o w e r a l k y l i a z i n o b i s l o w e r a l k y l a m i n e   w h i c h   h a s   two  p r i m a r y  

a m i n e   g r o u p s   and   l e a d s   to   a  c r o s s - l i n k e d   EMA  c o p o l y m e r .  

The  d e s i r e d   p e n d a n t   d i l o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l   f u n c t i o n -  

a l   g r o u p s   can  t h e n   be  i n c o r p o r a t e d   i n t o   t h e   c r o s s - l i n k e d  

c o p o l y m e r   by  r e a c t i o n   of  d i i o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l a m i n e  

w i t h   p a r t   o f   a l l   of  t h e   r e m a i n i n g   a n h y d r i d e   g r o u p s   o f  

t h e   EMA  p o l y m e r .   The  p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   a l s o  

d e s i r a b l y   i s   c o n v e r t e d   to   t h e   HCl  s a l t   f o r m   to   p r o v i d e  

b e t t e r   h a n d l i n g   c h a r a c t e r i s t i c s .   F u r t h e r   d e t a i l s   on  t h e  

p r e p a r a t i o n   of   t h e s e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r s   c an   b e  

had   by  r e f e r e n c e   t o   t h e   d i s c l o s u r e   i n   U . S .   P a t e n t  

3 , 5 5 4 , 9 8 5   w h i c h   i s   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .   U s e  

of   t h e s e   p o l y e l e c t r o l y t e   c c p o l y m e r s   in   b l o o d   f r a c t i o n a -  

t i o n   i s   d e s c r i b e d   i n   U .S .   P a t e n t   3 , 5 5 5 , 0 0 1 .  

A  p r e f e r r e d   d i l o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l  

F u n c t i o n a l   g r o u p   i s   d i m e t h y l a m i n o p r o p y l   and  a  p r e f e r r e d  

c r o s s - l i n k i n g   a g e n t   i s   m e t h y l i m i n o b i s p r o p y l a m i n e .  

A  p r e f e r r e d   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   f o r   u s e  

Ln  t h i s   i n v e n t i o n   c o n t a i n s   a b o u t   f i v e   m e t h y l i m i n o b i s p r o p y l -  

amine   c r o s s - l i n k i n g   g r o u p s   and  a b o u t   90  p e n d a n t   d i m e t h y l -  

a m i n o p r o p y l a m i n e   f u n c t i o n a l   g r o u p s   p e r   100  m a l e i c  

a n h y d r i d e   u n i t s   i n   t h e   EMA  c o p o l y m e r .  



O t h e r   c r o s s - l i n k i n g   a g e n t s ,   f o r   e x a m p l e ,  

d i v i n y l b e n z e n e   and   e t h y l e n e   d i a m i n e ,   and  o t h e r   f u n c t i o n a l  

g r o u p s ,   f o r   e x a m p l e ,   d i m e t h y l a n i n o e t h y l   and  d i e t h y l a m i n o -  

b u t y l ,   a l s o   can   be  u s e d   i n   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r s  

w h i c h   a r e   e m p l o y e d   i n   t h e   m e t h o d   of   s e p a r a t i n g   t h e   F a c t o r  

IX  p r e p a r a t i o n   h e r e i n .  

F o l l o w i n g   t h e   a d s o r p t i o n   of  t h e   F a c t o r   IX  p r e -  

p a r a t i o n ,   t h e   F a c t o r   V I I I   r e m a i n i n g   i n   t h e   p l a s m a  

s o l u t i o n   can   be  f u r t h e r   c c n c e n t r a t e d   and  r e c o v e r e d   b y  

k n o w n   t e c h n i q u e s .   The  a d s o r b e d   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n  

c a n   be  c o n v e n i e n t l y   r e c o v e r e d   by  e l u t i o n   f r o m   t h e  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   by  w a s h i n g   w i t h   an  a q u e o u s  

s o l u t i o n   o f   HaCl   h a v i n g   a  m o l a r i t y   o f   f r o m   a b o u t   one   t o  

a b o u t   t h r e e .  

In   a  p r e f e r r e d   e m b o d i m e n t   of   t h e   i n v e n t i o n ,  

a b o u t   0 . 0 3 5 %   by  w e i g h t   of   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r  

c o n t a i n i n g   a b o u t   f i v e   m e t h y l i m i n o b i s p r o p y l a m i n e   c r o s s -  

l i n k i n g   g r o u p s   and   a b o u t   90  d i m e t h y l a m i n o p r o p y l a m i n e  

f u n c t i o n a l   g r o u p s   p e r   100  m a l e i c   a n h y d r i d e   u n i t s   i n   t h e  

EMA  c o p o l y m e r   i s   e m p l o y e d   f o r   s e l e c t i v e   a d s o r p t i o n   o f  

t h e   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   a t   a  pH  o f   a b o u t   8.  T h e  

a d s o r b e d   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   i s   t h e n   e l u t e d   f r o m   t h e  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   by  w a s h i n g   w i t h   1 .7   m o l a r   N a C l  

a t   pH  6.  The  e l u a n t   can   t h e n   be  d i a l y z e d   a g a i n s t   0 . 1  

m o l a r   NaCl   a t   40C  and   f r e e z e   d r i e d   f o r   s t o r a g e .  

Tne  f o l l o w i n g   e x a m p l e s   w i l l   f u r t h e r   i l l u s t r a t e  

t h e   i n v e n t i o n   a l t h o u g h   i t   w i l l   be  a p p r e c i a t e d   t h a t   t h e  

i n v e n t i o n   i s   n o t   l i m i t e d   to  t h e s e   s p e c i f i c   e x a m p l e s .  



EXAMPLE  I  

In   t h i s   e x a m p l e ,   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r  

c c n s i s t e d   of   t h e   r e a c t i o n   p r o d u c t   o f   s u b s t a n t i a l l y  

e q u i m o l a r   p a r t s   of  e t h y l e n e   and  m a l e i c   a n h y d r i d e   (EMA) 

c r o s s - l i n k e d   w i t h   m e t h y l i m i n o b i s p r o p y l a m i n e   ( H I B P A )   a n d  

t h e n   f u r t h e r   r e a c t e d   w i t h   d i m e t h y l a m i n o p r o p y l a m l n e   (DMAPA) 

s u c h   as  to   p r o v i d e   a b o u t   f i v e   MIBPA  c r o s s - l i n k i n g   g r o u p s  
and  a b o u t   90  DMAPA  p e n d a n t   g r o u p s   p e r   100  m a l e i c   a n h y d r i d e  

u n i t s   i n   t h e   EMA  c o p o l y m e r   and   c o n v e r t e d   t o  t h e   HC1  s a l t  

f o r m .   One  l i t e r   o f   n o r m a l   human   p l a s m a   was  a d j u s t e d   t o  

pH  8  w i t h   1  m o l a r   HaOH  and   0 . 3 5   g r a m s   of  t h e   a f o r e s a i d  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   was  a d d e d   t h e r e t o   and   t h e   m i x -  

t u r e   was  s t i r r e d   f o r   20  m i n u t e s .   The  m i x t u r e   was  t h e n  

f i l t e r e d   a n d   t h e   f i l t r a t e   was  r e t a i n e d   as  a  F a c t o r   I X  

d e p l e t e d   p l a s m a .   The  f i l t e r   c a k e   was  w a s h e d   w i t h   d i s -  

t i l l e d   w a t e r   t o   r e m o v e   e n t r a i n e d   p r o t e i n .  

A  F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   c o n t a i n i n g   F a c t o r s   I I ,  

IX  and   X  was  t h e n   e l u t e d   f r o m   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y -  

mer  by  w a s h i n g   w i t h   25  ml .   o f   1 . 7   m o l a r   NaCl   a t   pH  6 . 0  

( t h e   pH  b e i n g   a d j u s t e d   w i t h   0 . 1   m o l a r   c i t r i c   a c i d )   f o r  

20  m i n u t e s .   The  c o p o l y m e r   s l u r r y   was  t h e n   f i l t e r e d   a n d  

t h e   f i l t r a t e   was  r e t a i n e d   as  t h e   d e s i r e d   F a c t o r   I X  

p r e p a r a t i o n .   In   a  s e r i e s   o f   s e v e n   o n e - l i t e r   r e p l i c a t e  

f r a c t i o n a t i o n s   u s i n g   t h e   a b o v e   p r o c e d u r e ,   an  a v e r a g e   o f  

4 8 3  t   48  u n i t s   o f   F a c t o r   IX  p e r   l i t e r   w e r e   o b t a i n e d   h a v i n g  

a  p u r i f i c a t i o n   i n d e x   of  1 7 8 ±   33.  One  u n i t   o f   F a c t o r   I X  

i s   d e f i n e d   as  t h e   a m o u n t   of  s a i d   f a c t o r   in   one  ml  of   p o o l e d  

n o r m a l   w h o l e   p l a s m a .   The  p u r i f i c a t i o n   i n d e x   i s   c a l c u l a t e d  

as  t h e   r a t i o   o f   t h e   a m o u n t   of   t o t a l   p r o t e i n   i n   t h e   s t a r t -  

i n g   p l a s m a   t o   t h e   a m o u n t   of   t o t a l   p r o t e i n   in   t h e   f i n a l  

F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   m u l t i p l i e d   by  t h e   r a t i o   of   t h e   u n i t s  

o f   F a c t o r   IX  i n   t h e   f i n a l   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n   to   t h e  

u n i t s   of   F a c t o r   IX  i n   t h e   s t a r t i n g   p l a s m a .  



EXAMPLE  2 

U s i n g   0 . 4   m g / m l   o f   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e  

c o p o l y m e r   of   E x a m p l e   1  f o r   a d m i x t u r e   w i t h   n o r m a l   h u m a n  

p l a s m a   f o r   20  m i n u t e s   a t   pH  7 . 4   to   s e p a r a t e   a  F a c t o r   I X  

p r e p a r a t i o n ,   as  i n   E x a m p l e   1,   t h e   a d s o r p t i o n   of   F a c t o r s  

I I ,  V I I ,   V I I I ,   IX  and   X  was  m e a s u r e d   w i t h   t h e   f o l l o w i n g  

r e s u l t s :  

T h e s e   r e s u l t s   show  a  h i g h   s e l e c t i v i t y   f o r  

a d s o r p t i o n   o f   F a c t o r s   I I ,   IX  and   X  t o   t h e   s u b s t a n t i a l  

e x c l u s i o n   of   F a c t o r s   V I I   a n d   V I I I   b a s e d   on  t h e   c o r r e s p o n d -  

i n g   a m o u n t s   o f   t h e s e   f a c t o r s   i n   t h e   s t a r t i n g   p l a s m a .  

C o n v e n t i o n a l   o n e - s t a g e   a s s a y s   w e r e   u s e d   f o r  

d e t e r m i n i n g   t n e   c o a g u l a t i o n   f a c t o r s   i n   t h e   f o r e g o i n g  

e x a m p l e s .   The  o n e - s t a g e   a s s a y   s y s t e m   f o r   F a c t o r   V I I I  

s o l d   c o m m e r c i a l l y   by  Dade   D i v i s i o n   o f   A m e r i c a n   H o s p i t a l  

S u p p l y   C o r p o r a t i o n   was  e m p l o y e d   i n   t n e s e   e x a m p l e s .   T h i s  

a s s a y   s y s t e m   i s   b a s e d   on  t h e   a c t i v a t e d   p a r t i a l   t h r o m b o -  

p l a s t i n   t i m e   (FTT)   u s e d   t o   d e t e r m i n e   d e f i c i e n c i e s   i n  

f a c t o r s   n e c e s s a r y   f o r   t h e   i n t r i n s i c   m e t h o d   of   c l o t  

f o r m a t i o n .   The  PTT  t e s t   was  d e v i s e d   by  B r i n k h o u s  



and   c o - w o r k e r s   and   r e p o r t e d   in   J .   L a b .   C l i n ,   Med.  41 ,   6 3 7  

( 1 9 5 3 ) .   In   t h e s e   a s s a y s  f o r   t h e   v a r i o u s   c o a g u l a t i o n  

f a c t o r s ,   t h e   u n k n o w n   s a m p l e   was  r e a c t e d   w i t h   a  p a r t i a l  

t h r o m b o p l a s t i n   r e a g e n t   and  t h e   a p p r o p r i a t e   f a c t o r -  

d e f i c i e n t   s u b s t r a t e   p l a s m a   w h i c h   d i d   n o t   c o n t a i n   t h e   f a c -  

t o r   t o   be  d e t e r m i n e d ,   and   t h e   t i m e   f o r   c l o t t i n g   w a s  

o b s e r v e d .   The  p a r t i a l   t h r o m b o p l a s t i n   r e a g e n t   c o n t a i n s  

c r u d e   c e p h a l i n   o b t a i n e d   f r o m   r a b b i t   b r a i n   w h i c h   i s   k n o w n  

to   c l o t   n o r m a l   p l a s m a   f a s t e r   t h a n   i t   c l o t s   h e m o p h i l i c  

p l a s m a .   S u c h   r e a g e n t s   a r e   w e l l - k n o w n   and  d e s c r i b e d ,   f o r  

e x a m p l e ,   i n   U . S .   P a t e n t s   3 , 3 9 5 , 2 1 0 ,   3 , 4 8 6 , 9 8 1   and   3 , 5 2 2 , 1 4 8 .  



1.  A  m e t h o d   of   s e p a r a t i n g   a  F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n  

f r o m   p l a s m a   c h a r a c t e r i z e d   by  c o n t a c t i n g   l i q u i d   b l o o d  

p l a s m a   a t   a  pH  o f   f r o m   a b o u t   7 . 5   t o   a b o u t   8 . 5   w i t h   f r o m  

a b o u t   0 . 0 2 5 %   t o   a b o u t   0 . 1 %   by  w e i g h t   of  t h e   p l a s m a   of   a  

w a t e r - i n s o l u b l e ,   c r o s s - l i n k e d   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r  

of   e t h y l e n e   and   m a l e i c   a n h y d r i d e   c o n t a i n i n g   p e n d a n t  

d i l o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l   f u n c t i o n a l   g r o u p s   w h e r e b y  

F a c t o r s   I I ,   IX  and   X  a r e   s e l e c t i v e l y   a d s o r b e d   by  t h e  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   t o   t h e   s u b s t a n t i a l   e x c l u s i o n   o f  

F a c t o r s   V I I   and   V I I I   w h i c h   a r e   u n a d s o r b e d   and   r e m a i n   i n  

t h e   l i q u i d   p l a s m a ,  

2.  A  m e t h o d   of   C l a i m   1  c h a r a c t e r i z e d   i n   t h a t   t h e  

d i l o w e r a l k y l a m i n o l o w e r a l k y l   f u n c t i o n a l   g r o u p   i s   d i m e t h y l -  

a m i n o p r o p y l .  

3.  A  m e t h o d   of   C l a i m   1  or   C l a i m   2  c h a r a c t e r i z e d   i n  

t h a t   t h e   c o p o l y m e r   of   e t h y l e n e   and   m a l e i c   a n h y d r i d e   i s  

c r o s s - l i n k e d   w i t h   m e t h y l i m i n o b i s p r o p y l a m i n e .  

4 .   A  m e t h o d   of   C l a i m   1  c h a r a c t e r i z e d   i n   t h a t   t h e  

p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   c o n t a i n s   a b o u t   f i v e   m e t h y l -  

i m i n o b i s p r o p y l a m i n e  c r o s s - l i n k i n g   g r o u p s   and   a b o u t   9 0  

d i m e t h y l a m i n o p r o p y l   p e n d a n t   g r o u p s   p e r   100   m a l e i c   a n h y d r i d e -  

g r o u p s .  

5 .   A  m e t h o d   of   any   o f   t h e   p r e c e d i n g   c l a i m s  

c h a r a c t e r i z e d   i n   t h a t   t h e   a b s o r b e d   F a c t o r   IX  p r e p a r a t i o n  



i s   e l u t e d   f r o m   t h e   p o l y e l e c t r o l y t e   c o p o l y m e r   by  w a s h i n g  

w i t h   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   of   NaCl  h a v i n g   a  m o l a r i t y   o f  

f r o m   a b o u t   one  t o   a b o u t   t h r e e .  

6.  A  m e t h o d   of  any   of  t h e   p r e c e d i n g   c l a i m s  

c h a r a c t e r i z e d   in  t h a t   t h e   c o n c e n t r a t i o n   of   t h e   p o l y e l e c t -  

r o l y t e   c o p o l y m e r   i s   f rom  a b o u t   0 . 0 3 5 %   to   a b o u t   0 . 0 5 %   b y  

w e i g h t   of  t h e   p l a s m a .  
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