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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES INTRAVENOES VERTRAEGLICHEN UNMODIFIZIERTEN
HUMANGAMMAGLOBULINS

57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines intravends vertraglichen
jumangammaglobulins, bei welchem die komplementaktivierenden Immunglobulinaggregate
lurch Adsorption an polymeres Humanalbumin in Gegenwart eines wasserléslichen, :
ingeladenen, kettenférmigen Polymer entfernt werden. Das Verfahren gestattet eine hohere
\usbeute an intravends vertraglichem Gammaglobulin, weil der Polymerenanteil durch die
\dsorption der Aggregate gesenkt werden kann und so die Mitfdllung von monomeren
mmunglobulinmolekiilen vermieden wird. Das Verfahren ist vorzugsweise im Bereich der
{umanmedizin anwendbar.
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Verfahren zur Herstellung eines intravents vertrdglichen
unmodifizierten Humangammaglobuling

Anwendungsgebiet dei Erfindung .

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines
intravents vertragllchen, unmodifizierten Humangammaglobullns,
welches mittels Polyethylenglycol in Gegenwart eines Albumine
polymeren von unerwiinschten Proteinverunreinigungen befreit
wird.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die humorale Immunitdt des Menééhen beruht darauf, daB im
Blut Immunglobuline zirkulieren, die von B-Zellen syntheti~
giert werden.

Immunglobullne oder auoh Gammaglobuline sind hochmolekulare
EiweiBstoffe, deren Molekillstrukturen entgprechend der auf den
Organismus einwirkenden Fremdsubstanzen wie z.B. Viren, Bakte=
rien bzw. deren Stoffwechselprodukte variabel angepaft gind.
Immunglobuline dienen der Abwehr von Fremdsubstanzen, wobel
gie in einem komplexen'Mechanismus wirken. Von den 5 Klassen
der Antikorper sind die der Klasse G von ihrer Menge und Wirke
semkeit die wichtigsten. Immunglobulin G hat ein Molekularge-
wicht von ca. 160 000 Dalton. Das Molekiil des Immunglobulin G
besitzt einen variablen Teil F (ab'),, der entsprechend der
einwirkenden Fremdsubstanz strukturiert ist und elnen kon- .
gtanten Teil (Fc), der wichtige biologische Funktionen im
Korper erfiillt wie z.B. die Komplementbindung, die ‘/lechsel=-
wirkung mit Rezeptoren auf Zellmembranen, den transplazeﬁta~
ren Trangport des Molekiils, katabolische Eigenschaften und

die passive kutane Anaphylaxie. ‘
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Die Entwicklung der humoralen Immunitét wird in den ersten
zwei Lebensjahrzehnten ausgebildet und ist am schwichsten
zwigohen dem 6, und 24, Lebensmonat. Geattrt ist die humo-
rale Immunitdt bei Menschen, die am Antikbrpermangelsyndrom
leiden oder deren Organismus infolge einer Krankheit oder
anderer hoher Belastungen geschwdcht ist.

Un die fehlenden Antiktrper zu substituieren, die flir die
Abwehr von Infektionen von grioBter Bedeutung sind, werden
dem Organismus Immunglobuline appliziert.

Eg ist bekannt, daB diese Immunglobuline durch Fraktionieren
von menschlichem Blutplasma nach der sogenanriten Cohn~Methode
durch‘Ethanolfﬁllung'in reiner Form isolierbar sind

Cohn et.al., J.Amer.Chem.Soc., 68, 459 (1946)
Cohn et.al., J.Amer.Chem.Soc., 72, 465 (1950).

Die so gewonnenen Immunglobulin-Priéiparate kbnnen nur intra=-
muskulédr appliziert werden, weil wdhrend der Fraktionierung
Immunglobulin-Aggregate entstehen. Die Aggregate lGgen bei
intravensser Applikation eine Reihe von Unvertréglichkeits~
reaktionen aus, die durch Einwirkung auf das kirpereigene
Komplementsystem hervorgerufen werden. Die intraventse Ane
wendung von Humangammaglobulin ist der intramuskuliren vor-
zZuziehen, um einen Abbau der Antikorper im Muskel vor dem
Wirksemwerden zu verhindern und um im akuten Krankheitsfalle
die therapeutische Wirkung rasch herbeifiihren zu ktnnen.

Bs ist versucht worden, die Intravenssvertrdglichkeit von
Humangammaglobulin durch verschiedene Methoden zu.erreichen.
Es wurden Methoden angewendet, bei denen durch Zugabe von
Enzymen (Pepsin oder Plasmin) die Immunglobulinmolekiile ganz
oder teilweise gespalten oder durch Hydrolyse bei pH 4 so
veréndert wurden, daB eine Aggregatbildung und die damit
ausgeltste Komplementaktivierung verhindert wurde. '

Veiterhin wurde der gleiche Effekt der Unterdriickung der

-Aégregatbildung durch chemische Modifikation der Immunglo-

bulinmolekiile mit Propiolacton, durch Sulfonierung von 4 bis
5 intramolekularen Disulfidbriicken oder durch Reduktion von
2 big 4 intramolekularen Disulfidbrlicken und anschlieBende
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Alkylierung mit Jodacetamid erzielt. Durch diese Behandlung
wird allerdings die therapeutische Jirkung der Immunglobulin-
préparate nachteilig beeinfluBt. ‘

Die biologische Qualitdt der Priiparate ist gemindert und die
biologische Halbwertzeit der Immunglobuline vexrkiirzt.

Ein weiteres zum Stand der Technik gehorendes Verfahren nach
welchem intravents vertridgliches Immunglobulin hergestellt
wird umfaBt eine Abtrennung dex Aggregate durch selektive
Adsorption an Kieselsiure oder an Mineralien, bei denen es
sich im wesentlichien wn Alumosilikate handolt in Gegenwart
von Hydroxyethylstirke.

Zum Stand der- Technik gehdren auch Verfahren, die zur intra~
vensgen Anwendung bestimmtes Immunglobulin von dem antikomple~
mentéren Aggregatanteil durch wasserlosllche, ungeladene,
kettenftrmige Polymere in Gevenwart von kiinstlich zugesetzten
hochmolekularen Proteinstabilisatoren (Hydroxyethylstarke,
hohlehydrate, Albumin) befreien.

Diese Verfahren zeichnen sich dadurch aus, da8 die Immun-
globulinmolekiile chemisch unverindert bleiben und so ihre -
volle biologische Wirksamkeit behalten.

2iel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Abtrennung der un-
erwﬁhschten Immunglobulinaégregate vom nativen Immunglobulin
unter Zusatz einer moglichst kleinen Menge kiinstlicher Substra
te zu erreichen, indem als letztere lediglich vernetztes poly-
meres Albumin und ein geringer Zusatz eines indifferenten
wasserloslichen Polymeren eingeset;t werden. '

Darlegung des iesens der Erfindung-

Bei einem bekannten Verfahren zur Gewinnung von intravenbs
vertrédglichem Gemmaglobulin, bei dem die antikomplementér
wirkenden Aggregate mittels Polyethylenglycol 6000 in einer
Menge von 4.5 = 7 g/100 ml Losung einer 3%igen Gammaglobulin-
losung ausgefdllt werden sollen (GB-PS 1372953), wird keine
absolute Abtrennung der Polymeren erreicht. Ursache daflir ist
die unzureichende Selektivitidt des PEG als Pdllungsmittel,
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wobei auch ein zusdtzlich angefiigter Fillungsschritt kein
aggregatfreies Immunglobulin G liefext.

In der Patentschrift DE - 2856939 wird ein besseres Resultat
bezuglich der Aggregatfreiheit erzielt, indem neben dem PEG
Humanalbumin in einer Konzentration von 0.3 bis 3 Gew.~% der
Gammaglobulinltsung zugesetzt wird. Das Albumin bewirkt einen
Schutz der nicht aggregierten\immunglobulinmolekulé vor der
Ausfdllung. Nach Zusatz von 10% PEG werden in einem ersten
FPallungsschritt die antikomplementar wirkendcn Aggregate aus-
gefdllt und abgetrennt. Der Uberstand wird mit 20% PEG ver-
setzt, wobei das Gammaglobulin ausfdllt. Der Niederschlag
wird in physiologischer Kochsalzltsung geltst und steht nach
Sterilfiltration zur therapeutischen, intravenssen Anwendung
bereit.

Es stellt sich die Aufgabe, den aggreglerten Immunglobuline
antell mit hoher Selektivitdt zu entfernen, ohne dabei eine
Mitfdllung monomerexr Immunglobulinmolekiile zu verursachen,
wobei eine moglichat geringe Menge an Premdsubstanzen zum
Einsatz kommen sollte. Das wird mit dem vorgeschlagenen Ver-
fahren erreicht, indem die Gammaglobulinfédllung mit PEG in
Gegenwart von vernetztem Albumin in Form eines unlgslichen
Gels vorgenommen wird. Das polymere Albumin bewirkt dabei
eine Bindung der aggregierten Immunglobulinmoleklile durch
hydrophobe Wechselwirkung, die schon bei PEG-Konzentrationen
von unter.5 Gow.% eintritt. Durch einfache Filtration ist
das mit aggregiertem Immunglobulin angereicherte polymere
Albumin abtrennbar.

Augflihruncsbeispiel:

Zur Herstellung der Gammaglobulinlisung, aus welcher die
Aggregate abgetrennt werden sollen, wird steriles Humahplasma :
in einer ersten Fraktionierungsstufe mit 8 Gew.% Ethanol bei
einem pH-wert von 7.2 bei =3°C versetzt. Dabei f&llt die
gogenannte Fraktion I nach Cohn aus.

Der Uberstand wird bei =5°C und einem pH-/ert von 5.8 auf
einen Ethanolgehalt von 19 Vol.% gebracht, wobei gich die
sogenannte Fraktion II~III absetzt, die in der Hauptsache
aus Humangammaglobulinen besteht.
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Der Niederschlag wird angelost. Nach Abtrennen eines Nieder~
schlages, der sich bei pH 5.0 und 8 Vol.% Ethanol bildet,
wird aus dem Uberstand bei einem Ethanolgehalt von 25 Vol.%
und einem pH-Wert von 7.0 bis 7.2 das Gammaglobulin als
Niederschlag abgeschieden. Dieser Niedewschlag besteht aus
mindestens 90/ Gammaglobulin.

Dieser Rohniederschlag wird in einem Citratpuffer angeltst
und 4 Gewichisprozente mit Glutaraldehyd vernetztes Human-
albumin als Gel sowie 4 Gew.% PEG 4000 zugesetzt. Nach
2-stlindigem Rlhren wird das Humanalbumin-Gel abgetrennt,

Aus dem Uberstand ist das aggregatfreie Humangammaglobulin
in bekannter Veise zu gewinnen und als 5%ige Losung intra-
vends verwendbar, '

Das nach dem beschriebenen Verfahren gewonnene dammaglobulin
ist ein natives Produkt, d.h. die Immunglobulinmolekille sind
gédnzlich unveréindert und entsprechen damit der im Serum vor-
liegenden Molekiilform. Die geringe Komplementaktivierung
giochert eine gute intraventse Vertriglichkeit,
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Erfindungsanspruch.

1. Verfahren -zur Herstellung eines intravents vertriglichen

3.

4.

unmodifizierten Humangammaglobulins dadurch gekennzeich-
net, daf Humangammaglobulin zur intramuskuldren Anwendung
oder eine Zwischenfraktion der {iblichen Fraktionierungs-
methoden von Immunglobulinaggregaten befreit werden, in-
dem diese an vernetztes Humanalbumin in Gegenwart eines
indifferenten wasserltslichen Polymeren adsorbiert werden.

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB das

polymere Albumin durch Vernetzung der Monomeren mit sus

der Proteinchemie bekannten bifunktionellen Substanzen,
vorzugsweise mit Glutaraldehyd oder durch Hitzebehandlung,
gewonnen wird und in einer Konzentration von 1 ~ 6 Vol.%
als CGel eingesetzt wird.

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB ein
pH=i/ert von 6 bis 8 eingehalten wird.

Verfahren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB als
Polymer Polyethylenglycol 4000 oder Polyethylenglycol 6000
in einer Konzentration von 3 bis 7 Gew.% eingesetzt werden.
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