DK 151610 B

199 DANMARK
«» FREML/EGGELSESSKRIFT (1151610 B

PATENTDIREKTORATET
K@BENHAVN

(21) Patentansegning nr.: 5745/77 Gy intcls A 61 K 39/395
(22) Indleveringsdag: 22 dec 1977

(41) Alm. tilgeengelig: 24 jun 1978

(44) Fremlagt: 21 dec 1987

(86) International ansagning nr.: -

(30) Prioritet: 23 dec 1976 DE 2658334

(71) Anseger: *BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT; D-3550 Marburg/Lahn, DE
(72) Opfinder: Hans *Mueller; DE

(74) Fuldmaegtig: Ingenierfirmaet Budde, Schou & Co.

(54) Fremgangsmade til fremstilling af human-immunoglobulinpraeparater med formindsket komplemen-
taktivitet og god antistofaktivitet
(56) Fremdragne publikationer

DK freml.skrift nr. 141432 (pat. nr. 141432)
Andre Publikationer : Chemical Abstracts, vol. 61 (1964),
2088e




10

15

20

25

30

35

DK 151610B

Opfindelseﬁ angar en fremgangsmade til fremstil-
ling af human~immunoglobulinpraparater med formindsket
komplementaktivitet og god antistofaktivitet. Disse immu-
noglobulinprazparater kan anvendes som lzgemidler, iser
til intravengs indgivelse.

Immunoglobulinpraparater, fremstillet ved frakti-
onering af serum, isar gdende ud fra human serum, har pé
grund af deres antistofegenskaber en vasentlig betydning
som prophylaktika og terapeutika til understgttelse af.
legemets afvargereaktioner. '

Immunoglobulinpraparater har hidtil kun vist sig
egnet til hovedsagelig intramuskulzr anvendelse. Ved intra-
vengs indgivelse reagerer modtageren mere eller mindre ud-
preget med anaphylaktbide symtomformer. En intravengs ind-
givelse af immunoglobulinpraparaterne er imidlertid meget
gnskverdig, fordi denne hurtig kommer til virkning i orga-
nismen.

Det antages, at de anaphylaktoide bireaktioner
beror pd en binding af serumkomplementet ved hjalp af det
indgivne immunoglobulin. Man har derfor allerede flere
gange forsggt at andre immunoglobuliner saledes, at deres
antistofreaktivitet bliver bevaret, men at graden af kom-
plementblndlngen'1m1dlert1d forringes sd meget, at de ‘mo-
dificerede immunoglobuliner kan anvendes til intravengs
indgivelse. Det er kendt, at immunoglobuliner @ndres ved
enzymatisk nedbrydning p&d en sadan made, at blndlngsstederne
for komplementet - fraspaltes, idet dog resten af moleky-
let stadig er i stand til at binde antigener. Et sddant
praparat indgives intravengst med godt resultat.

I nogle tilfzlde anses det i sit molekyle formind-
skede immunoglobulin p& grund af den forholdsvis forkortede

' halverlngstld i organismen som mindre tllfredsstlllende end

1mmunoglobu11npraparater med V1dtgaende uforandret molekyl-
vagt. '

, Ogs8 omsatningen af immunoglobuliner med alkyle-
rende eller acylerende midler-er beskrevet til fremstilling
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af intravengst indgivelige immunoglobuliner.

‘Desuden kendes fremgangsmiader, ved hvilke immuno-
globuliner spaltes ved reduktion af de intramolekylare
disulfid-bindinger, og de dannede.sulfhydrilgrupper derpa
alkyleres. ' '

Man har ogs& allerede forsegt sulfitolytisk at
spalte disulfid-bindingefne i immunoglobulin-molekylet,
hvorved der skal anvendes forholdsvis hgje koncentrationer
af sulfit eller.tetrathionat..Anvendelsen af sulfit sammen
med Cu-II-ioner fgrer til darligt bedgmte produkter.

Fra DK-fremlazggelsesskrift nr. 141.432 er det s&-
ledes kendt at fremstille immunoglobulinderivater, der har
nedsat'antikomplementaktivitet og fremragende antistofak-
tivitet, under anvendelse af et sulfitolytisk middel, men
i fravarelse af cupriioner. Det har nu overraskende vist
sig, at ved anvendelse af meget lave koncentrationer af
sulfitolytisk middel kan man anvende cupriioner som oxi-
dationsmiddel ved sulfoneringen af immunoglobuliner uden
tab af anfigenbindihgskapacitet. Ifplge DK-fremlaggelses-—
skrift nr. 141.432 gir antigenbindingskapaciteten praktisk
taget fabt, nar der ved. den der anfgrte fremgangsmade an-
vendes cupriioner, og ved fremstilling af immunoglobulin-
praparater er formilet netop at bevare antigenbindingska-
paciteten. _

Den foreliggende opfindelse gar ud fra den tanke;
at den vasentlige andel af uforenelighedsreaktioner ved
indgivelse af handelsgangse gammaglobuliner ad intravengs
vej ikke fremkaldes af gammaglobulin-molekylet selv, men af
den fra den native tilstand .af immunoglobuliner afvigende
struktur. ' | '

Opfindelsen angir sidledes en fremgangsmide til
fremstilling af human-immunoglobulinprzparater med formind-
sket komplementaktivitet og god antistofaktivitet, hvorved
ved hj=zlp af.sulfitolytiske foranstaltninger dannelsen
af komplementbindende strukturer hindres eller allerede
foreliggende strukturer andres i en sadan grad eller fjernes
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adsorptivt, at komplementet ikke eller kun lidt er i
stand til at binde.

Fremgangsmaden til fremstilling af immunoglobulin-
praparaterne er ejendommelig ved, at en pa kendt made ved
fraktionering af blodplasma fremstillelig human-immuno-
globulinfraktion behandles med mindre end 5-1072 M/1 af
et sulfitolytisk middel, i narvarelse af cupriioner i en
Koncentration pai mindre end 5-107> M/1 og yderligere et i
vand tungtoplgseligt phosphat.

Som sulfitolytisk middel anvendes i reglen sulfit.
Ifplge opfindelsen anvendes imidlertid fortrinsvis et
disulfit sisom natrium-disulfit og fordelagtigt en kon-
centration pd 2-4 - 1073 M/liter. Sammen med sulfit kan der
anvendes Cu2+-ioner som oxiderende stof, i reglen 1/10
af den til molariteten henfgrte mazngde af det sulfitoly-
tiske middel.

Den temperatur, ved hvilken det sulfitolytiske
stof sattes til immunoglobulinoplgsningen, er-ikke kritisk,
blot der ikke foreligger temperaturer meget hg¢jere end
50°C. Fremgangsméden gennemfgres fortrinsvis ved en tempe-
ratur mellem 5 og 259Cc. P& trods af dette generelle ud-
sagn skal det fastslds, at temperaturen for s& vidt ud-
gver en indflydelse pa fremgangsm&den, fordi mindre kon-
centrationer af reaktionsmidlet er ngdvendige ved hgjere
temperaturer.

0gs& reaktionstiden stdr i omvendt forhold til
koncentrationen af det sulfitolytiske middel. Sulfitoly-
sen af immunoglobulinfraktionen gennemfgres i reglen mel-
lem 5-90 timer.

Reaktionen afsluttes ved adskillelse af det
sulfitolytiske middel og immunoglobulinerne. Hensigtsmas-
sigt udfeldes hertil immunoglobulinerne. En anden mulighed
bestir f.eks. i fjernelsen af det sulfitolytiske middel
ved dialyse;

' Det er snarere gunstigere at lade det her omhand-
lede fremgangsmadetrin efterf¢lge af yderligere rensnings-
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trin, som det er almindelig szdvanligt ved immunoglobulin-
prazparatfremstilling.

Udgangsmaterialet til fremgangsmdden ifglge opfin-
delsen er et ifglge teknikkens étade tilgengeligt immuno-
globulin. Dette stof er i litteraturen betegnet pa forskel-
lig mdde ogsé& med gammaglobulin, IgG og immunoglobulin G.
Det bestdr i overvejende grad af den sakaldte 7 S-frak-
tion med en molekylvagt p& ca. 160.000. Man kan bade anven-
de de fra blanding fraskillelige immunoglobuliner, men ogsa
sddanne fra s®rlig immuniserede donorer ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen. Dette er de sdkaldte hyperimmunoglo-
buliner med overgennemsnitlige hgje specifikt mod bestemte
antigener rettede antistofindhold. Eksempelvis skal her
nevnes faresyge-immunoglobulin, som udvindes ved udsorte-
ring af plasma fra donorer med forhdjede antistoftitere
over for faresyge og efterfglgende oparbejdning til udvin-
ding af immunoglobulinet. De ved den her omhandlede frem-
gangsmidde egnede udgangsmaterialer kan udvindes pa& gangs
mdde ud fra blodplasma, f.eks. ved fraktioneret saltfzld-
ning af plasma eller ved fzldning med organiske oplgsnings-
midler, isar med ethanol, med de forskellige fremgangsma-
devarianter, der gdr tilbage til de grundlazggende arbejder
af Cohn et al., J. Am. Chem. Soc. 68 (1946), side 449 ff.

Fortrinsvis egnede udgangsmaterialer er en y-globu-
linholdig fraktion, der ifglge Cohn benzvnes som fraktion
II og III eller ifglge Nitschmann som fraktion A. Sadanne
fraktioner indeholder foruden y-globulin yderligere a- og
B-globulin samt smd me&ngder albumin. y-globulinandelen
ligger ved 40-80 vagtprocent, henfgrt til ma&ngden af
det samlede protein.

Det har vist sig hensigtsmassigt at oplgse en in-
den for rammerne af en alkoholfraktioneringsrensningsmetode
dannet, endnu ikke renset Y-globulinfraktion, i reglen den
ved albuminfraktionering dannede pasta, i vand eller i en
kun lidt koncentreret, fortrinsvis 0,3-0,9%'s neutral-
saltoplgsning, sdsom kogsalt. Efter oplgsning skal proteinet
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hensigtsmessigt foreligge i en koncentration pa 0,5-15%,
fortrinsvis mellem 1 og 5% (g/rumf.). Til denne oplgsning
sattes det sulfitolytiske middel ved en pH-vardi mellem

4 og 8, fortrinsvis mellem 5,0 og 6,0, (f.eks. Nazs205
eller Nazso3) og CuSO4, og herved holdes temperaturen
mellem 5 og 50°C. '

- pH-vardien af reaktionsblandingen kan under reak-
tionen afvige fra sin udgangsvardi, uden at dette har
uvheldige resultater. Efter omsatningen med det sulfitoly-
tiske middel tilszttes den dervi fremkomne immunoglobulin-
oplésning et i vand tungtoplgseligt phosphat, hvorpé
der eventuelt kan gennemfsres en koncentrering og rens-
ning af immunoglobulinerne. Medtagelse af en adsorption
i fremgangsmddetrinene for yderligere rensning fgrer til en
yderligere forringelse af komplementbindingen. .

Saledes kan f.eks. i oplgsningen fremstilles in situ
aluminiumphosphat ud fra AlCl3 og NayPO,. Hertil kan foruden
forureninger ogsd komplementbindende aggregater af immuno-
globulinet bindes til aluminiumphosphat. Ogsa calciumphos-
phat kan anvendes til fjernelse af forureninger og komple-
mentbindende stoffer.

5-90 timer efter tilsatningen af de sulfitolytiske
midler kan immunoglobulinerne f.eks.,udfaldes med ethanol
pd kendt made.

De herved fremstillelige immunoglobulinpraparater,
er pad grund af den foretagne partielle sulfitolyse, hvad
angdr komplementbindingskapaciteten svagere komplement-
bindende end udgangsmaterialet. Denne effekt kan om gnsket
yderligere svakkes ved adsorption af komplementbindende
aktivitet. 7

Uafhengig af samtidigt ¢gnskede renéningsresultater
opnds sarlig gode resultater hvad angdr den formindskede
komplementbinding, nar sulfitolytisk, i narverelse af kob-
perioner behandlede, immunoglobulinfraktioner som navnt be-
handles med et i vand tungtoplgseligt phosphat. Hertil an-
vendes fortrinsvis aluminiumphosphat eller calciumphosphat.
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Hertil er mengder pa 0,005-0,1 M/liter gunstige.

De adsorberende midler fremstilles hensigtsmassigt ved til-
setning af en vandoplgselig kation og et vandoplgseligt
phosphat om hvilke det er kendt, at de er i stand til at
danne tungtopl¢selige phosphater med hinanden, i immuno-
globulinoplgsningen selv. Hertil holdes pH-vardien hen-
sigtsmassigt.mellem 4 og 8,5, hvorved man til adsorption
af komplementbindende aktivitet ved hjalp af AlPO, fore-
traekker pH-verdier mellem 4 og 6, og ved alkalimetalphos~
phater, s&som kaliumphosphat, pH-vardier mellem 5,8 og 8,5.
Gazngse vandoplgselige kétioner, der er i sténd til at danne
tungtopl¢selige'bundfald'med phosphationer, er aluminium,
fortrinsvis som AlCly eller (Al),(SO,);, desuden blandt de
vandoplgselige jordalkalimetalsalte isar vandoplgselige
calciumsalte, s8som kalciumacetat. Til dannelsen af adsorp-
tionsmidlet i immunoglobulinoplgsningen arbejdes der hen-
sigtsmessigt med et ringe overskud af den kationiske kom-
ponent. 7

Kombineres nu sulfitolysen med et adsorptionstrin
som ovenfor beskrevet, kan komplementbindingen af immunoglo-
bulinpraparaterne bringes nedrpé en sarlig lav verdi, ofte
ner ved nul. Hvert skridt er imidlertid hver for sig egnet
til at nedsztte komplementbindingen af immunoglobulinpra-
parater. |
Da milet for fremgangsmdden best&r i at formindske
komplementbindingen, afstemmes fremgangsmidetrinene si
vidﬁ'muligt efter hinanden, at de wved fremgangsméden ifglge
opfindelsen fremstillede produkter tilfredsstiller disse
krav.

Det ligger inden for opfindelsen, ndr fremgangsma-
den gennemfgres under betingelser, som fagmanden i denne
henseende erkender som serlig egnede. Dette vil sige, at
en kombinatidﬁ af hgje koncentrationer af det sulfitolyti-
ske middel i forhold til lave proteinkoncentrationer kan
forbindes med lave températurer og en kort reaktionstid

inden for de beskrevne rammer og omvendt.

‘DK 151610B
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Bestemmelsen af den antikomplementare virkning sker
ved et hamolyseforsgg med sensibiliserede fareerythrocy-
ter og marsvineserum (komplement) . Herved bringes erythrocy-
terne og komplementet til reaktion med immunoglobulinprapa-
ratet. Efter tilsvarende inkubationstid kan det erkendes,
at immunoglobulinpraparatet ogsa i hgjere koncentrationer
praktisk taget ikke pavirker hamolysen, der kan bestemmes
kvantitativt.pé photometrisk m&de. Desuden kan det i et
in vivo forsgg p& kaniner pavises, at der efter intravengs

indgivelse af det ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen
fremstillede immunoglobulinpraparat kun kan fastslés en

ubetydelig og forbigiende sankning af komplementspejlet i
blodplasma mdlt ved komplementfaktoren Cl.

I en rzkke af de ved fremgangsmaden ifglge opfin-
delsen fremstillede praparationer ligger komplementbindin-
gen i alt under 10% henfgrt til en 100% standard. Denne
vardi er selv efter en opbevaring af preparatet i lgbet af
ca. 2 &r kun uvasentligt @ndret opadtil. Aggregatandelene
i immunoglokulinprazparaterne ligger ligeledes under 10%.

I en 5%'s proteinoplgsning kan der ved anvendelse af
Cus0, pavises <1 ug/ml kobber-II-ioner.

De hvad angdr antikomplementaktiviteten formindskede
hidtil ukendte y-globulinpraparater indeholder hovedsagelig
uendret 7 S-immunoglobulin i sammenligning med de modifice-
rede praparater ifglge teknikkens stade med undertiden la-
vere sedimentationsverdier. Antistofaktiviteten af mole-
kylet forbliver bevaret. '

De ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen fremstil-
lede immunoglobulinpraparater er i fgrste linie patankt til
en intravengs anvendelse. De svagt sulfitolytisk behandlede
og derpd som beskrevet fensede.immunoglobuliner kan efter
sezdvanlig steril filtrering anvendes i vilkéarlige
mengder. Nar det padses, at praparaterne anvendes som
5-16%'s proteinoplgsning, er en tilsvarende indstilling

af den rensede og sterilfiltrerede oplgsning uden videre

mulig. En oplgsning, der indeholder 0,3-0,9% neutralsalt,

der om gnsket yderligere indeholder fysiologisk uska-

delige tilsatninger, f.eks. en a-aminosyre, sasom
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glygin i en mangde pd 1,5-2,5%, kan frysetgrres, opbevares
som frysetdrret produkt og fgr anvendelsen rekonstitueres
som oplgsning ved tilsatning af den ¢gnskede mengde destil-
leret vand. Ogsad denne oplgsning udviser ingen forgget
komplementbinding. Det rekonstituerede middel kan ligeledes
indgives intréven¢s.

Opfindelsen skal belyses narmere ved hjalp af ef-
terfglgende eksempler.

En ved albumlnfraktlonerlng ifglge Cohn ved hjelp
af ethanol dannet gammaglobulinfraktion oplgses i en 0,3%
kogsaltoplgsning, hvorved der til 1 kg gammaglobulinpasta
anvendes 10 liter kogsaltoplgsning. Temperaturen holdes -
ved ca. 5°C. Til oplgsningen szttes 0,07% (g/rumfang)
Na,S,0g i form af en 10%'s natrlumdlsulfltopl¢snlng og
0,007% (g/rumfang) CuSO, x 5 Hy0 i form af en 1%'s kobber-
saltoplgsning. Efter endt tilsztning tilsattes der pr.
liter oplgsning 200 ml af en 0,2 molar A1C13— og 200 ml af
en 0,2 moler Na3PO4—opl¢sning Tilsatningen sker under
pH-kontrol, der skal 51kre en pH-vardi pd ca. 5. Oplgsningen
omrgres natten over ved 5 C Aluminiumphosphat-adsorbensen
fraskilles derpd ved centrifugering.

Oplgsningen, der indeholder immunoglobulinerne,
udfzldes ved tilsatning af 25% (rumfang/rumfang)rethanol.
Bundfaldet fraskilles ved centrifugering. Det oplgses i
en tilstrazkkelig mengde destilleret vand, og der tilsattes
0,2% ethylendiamintetraeddikesyre, og pH—vardién indstilles -
til 7,0. Ved tilsatning af 25% ethanol feldes immunoglo-
bulinerne p& ny og centrifugeres, og bundfaldet oplgses i
en tilstrazkkelig mengde 0,85%'s kogsaltoplgsning. Til denne
oplgsning sattes 2,5% (g/rumfang) glycin. Herpad lyophili-
seres praparatet. '

Ferdigggrelsen til det intravengst indgivelige .
immunoglobulin kan foretages pd fglgende madde: lyophili-
satet oplgses i destilleret vand, bringes til et protein-
indhold p& 5%, fyldes i en slutbeholder og lyophiliseres
pa ny.
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Eksempel 2.

En ved albuminfraktionering ifglge Cohn ved hjalp
af ethanol dannet gammaglobulinfraktion oplgses i en 0,3%,s
kogsaltoplgsning, hvortil der til 1 kg gammaglobulinpasta
anvendes 10 liter kogsaltoplgsning. Temperaturen holdes
ved ca. 5°C. Til oplgsningen sattes 0,2% (g/rumfang)
Na,S,0g i form af en 10%'s natriumdisulfitopldsning og
derpéd 0,02% (g/rumfang) CuSO, x 5 H,0 1 form af en 1%'s
kobbersulfatoplgsning. Efter afsluttet tilsatning tilsattes
der pr. liter oplgsning under omrgring 120 ml af enl
molar calciumacetatoplgsning og 120 ml af en 1/3 molar
sekundazr natriumphosphatoplgsning. pH-vardien holdes ved
8 z 0,1 med 0,1 molar natriumhydroxidoplgsning. Blandingen
omrgres i 20 timer ved 5°C. Efter dette tidsrum fraskilles
det dannede calciumphosphat ved filtrering, og den filtre-
rede immunoglobulinoplgsning udvindes.

Den videre oparbejdning af immunoglobulinerne kan

gennemfgres svarende til eksempel 1.
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10 .

1. Fremgangsmide til fremstilling af human-immu-
noglobulinpraparater med formindsket komplementaktivitet

og god antistofaktivitet, k e n detegnetved, at en

human=-immunoglobulinfraktion behandles med mindre end

5.10"2 M/1 af et sulfitolytisk middel, i nazrvarelse af

cupriioner i en koncentration pa mindre end 5‘10-3 M/1 og

yderligere et i vand tungtoplgseligt phosphat.
2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet
ved, at '

a) en human-immunoglobulinfraktion bestdende af 40 til 80%
immunoglobulin og 20 til 60% andre plasmaproteiner i en
koncentration pa 1-5% protein, i 5 til 90 timer behand-
les med 2-4-10"3 M/1 Na,5,05 og 2-4-107" M/1 CusO,, ved

en pH-verdi pa 5-8, og :

b) immunoglobulinfraktionen behandles med 0,005-0,15 M/1

" af et i immunoglobulinoplgsningen fremstillet, i vand
tungt oplgseligt phosphat, hvorpd proteinerne fraskilles,
eventuelt under berigelse og rensning af immunoglobuli-

nerne.
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