CH 625126 AS

T

|||||| i ,} SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT ) Int.CL: A61K  49/02
[ l“"[l‘ BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM Co7G 7/04

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein
Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22. Dezember 1978

@ PATENTSCHRIFT as 625126

@) Gesuchsnummer: 10183/76 @ Inhaber:
Hoechst Aktiengesellschaft, Frankfurt a.M. 80
(DE)

@ Anmeldungsdatum: 10.08.1976

TP @ Erfinder:
@ Prioritit(en): 13.08.1975 DE 2536008 Dr. Alexander Schwarz, Florsheim a.M. (DE)
Vaclav Endrst, Friedberg/Taunus (DE)
Dr. Gerhard Kloss, Kelkheim/Taunus (DE)
@9 Patent erteilt: 15.09.1981
@ Patentschrift Vertreter:
verdffentlicht: 15.09.1981 Briihwiler & Co., Ziirich

69 Verfahren zur Herstellung von zur Bindung von Technetium geeigneten zinnhaltigen
Humanserumalbumin-Partikeln.

@ Humanserumalbuminpartikel, welche zur Bindung

von Technetium geeignet sind, werden hergestellt.
Durch Dialyse gereinigtes Humanserumalbumin wird auf
einen pH-Wert von 9,8 bis 10,2 emgestellt und wihrend
10 bis 20 Mmuten bei 71 bis 73°C gehalten. Dann wird
auf 45 bis 50°C gekiihlt, mit Siure ein pH-Wert von 6,8
bis 7,0 eingestellt und 0,17 bis 0,22 Gew.-% ZinnI-
Ionen, bezogen auf das Albumin, zugegeben. Durch wei-
teren Sdurezusatz wird der pH-Wert auf 5,2 bis 4,8 ein-
gestellt und weitere 1,53 bis 1,73 Gew.-% Zinn-II-Ionen,
bezogen auf das Albumm zugesetzt Die Temperatur wird
auf 71 bis 73°C erhéht und die Suspension der Gegen-
stromsedimentation mittels physiologischer Kochsalzl6-
sung unterworfen. Nach Dekantieren der Kochsalzl6-
sung wird die Konzentration der Teilchen mit sterilem
destilliertem Wasser auf 2,5 bis 3,0 mg Albumin pro Milli-
liter Suspension gebracht Die Suspensmn wird dann in
auf -80°C vorgekithlten Gefissen gefriergetrocknet.

Die gefriergetrockneten Humanserumpartikel konnen
unmittelbar vor Gebrauch durch Zugabe isotonischer,
steriler Pertechnetatlosung und kurzes Schiitteln mit
Technetium-99m markiert werden.
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PATENTANSPRUCHE

L. Verfahren zur Herstellung von zur Bindung von Techne-
tium geeigneten, zinnhaltigen Partikeln, dadurch gekennzeich-
net, dass man Humanserumalbumin in wéssriger Losung nach
Reinigung durch Dialyse auf einen pH-Wert zwischen 9,8 und
10,2 einstellt, die Losung auf eine Temperatur zwischen 71
und 73 °C bringt, diese Temperatur 10 bis 20 Minuten lang
erhdlt, die Losung dann auf eine Temperatur zwischen 45 und
50 °C bringt, durch Zusatz von Séure einen pH-Wert zwischen
6,8 und 7,0 einstellt, 0,17 bis 0,22 Gewichtsprozent Zinn-II-
Jonen, bezogen auf Humanserumalbumin, zusetzt, unter weite-
rem Riihren und durch Zusatz weiterer Siure einen pH-Wert
zwischen 5,2 und 4,8 einstellt, danach weitere 1,53 bis 1,73
Gewichtsprozent Zinn-II-Ionen, bezogen auf Humanserumal-
bumin, zusetzt, anschliessend noch einmal auf eine Temperatur
zwischen 71 und 73 °C erwédrmt,

die so erhaltene Suspension der Gegenstromsedimentation
mittels physiologischer Kochsalzlésung unterwirft,

die sedimentierten Teilchen nach Dekantieren der physio-
logischen Kochsalzlosung mit sterilem destilliertem Wasser auf
einen Gehalt von 2,5 bis 3,0 mg Albumin pro Milliliter Sus-
pension bringt

und diese Suspension in Gefissen gefriertrocknet, die auf
eine Temperatur unter minus 80 °C vorgekiihlt sind.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man Humanserumalbumin nach Reinigung durch Dialyse
auf einen pH-Wert zwischen 9,8 und 10,2 durch Zusatz von
Natronlauge unter Riihren einstellt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man bei einer Temperatur zwischen 45 und 50 °C einen
pH-Wert zwischen 6,8 und 7,0 durch Zusatz von Salzsiure un-
ter Riihren einstellt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Gegenstromsedimentation bei einer Stromungsge-
schwindigkeit zwischen 10 und 20 ml pro cm? Gefissquer-
schnitt und pro Stunde durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach Anspriichen 1 und 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Rithrgeschwindigkeit nach der ersten Zu-
gabe der Zinn-II-Ionen zwischen 600 und 700 Umdrehungen
pro Minute liegt.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Suspension in Gefdssen gefriertrocknet, die Men-
gen von 0,5 bis 5 ml der Suspension aufnehmen.

Es ist bekannt, zur szintigrafischen Darstellung der Lunge
zum Zwecke der Diagnose Humanserumalbumin (HSA)-Par-
tikel zu verwenden, die einen Durchmesser von mehr als 10
Mikrometer haben. Solche Partikel werden in den peripheren
Blutkreislauf gebracht und bleiben auf ihrem Weg durch die
Lungen in den Kapillargefissen stecken. Sind die Partikel
durch einen Gamma-Strahler radioaktiv markiert, so erlauben
sie die Darstellung der Lunge in einem Perfusionsszintigramm.,
In &hnlicher Weise ist die Darstellung anderer Teilgebiete des
Kreislaufs nach Injektion in das zufiihrende Blutgefiss mog-
lich.

HSA-Partikel sind gut vertréglich. Sie werden in der Lunge
enzymatisch abgebaut. Zur radioaktiven Markierung verwen-
dete man zunéchst Jod-131, spiter Technetium-99m [vgl. P. V.
Harper et al., Radiology 85, 101 (1965)]. Die Markierung mit
Technetium kann unmittelbar vor der Verwendung zur Injek-
tion mit Hilfe des Eluats eines Technetium-99m-Generators
erfolgen. Vorher sind die lyophilisierten HSA-Partikel mona-
telang haltbar. Weitere Vorteile der Verwendung von Techne-
tium zum Markieren der HSA-Partikel sind dessen wesentlich

geringere Halbwertszeit (Tc-99m: 6 Stunden, J-131: 8 Tage),
was die Strahlenbelastung des Patienten verringert, sowie die
bessere Messbarkeit infolge seiner Gamma-Strahlung in einem
eng umschriebenen messtechnisch giinstigen Energiebereich.

5 Zum Markieren der HSA-Partikel mit Technetium ist ein Re-
duktionsmittel erforderlich, das die Pertechnetat-Anionen aus
dem Generatoreluat in Technetium niedriger Oxidationsstufe
iiberfiihrt, welches sich an die HSA-Partikel bei saurer Fillung
am isoelektrischen Punkt anlagert. Als Reduktionsmittel wer-

10 den vorwiegend Metallsalze, insbesondere Zinn-II-chlorid,
verwendet (vgl. DOS 2 235 681).

Dieses bekannte Verfahren zur Herstellung von zur Bin-
dung von Technetium geeigneten zinnhaltigen HSA-Partikeln
hat verschiedene Nachteile. Die Sduredenaturierung der zinn-

15 haltigen HSA-Partikel bei 80 °C fiihrt zu harten Albuminteil-

chen, die nur schwer abgebaut werden kénnen und deren

Grosse zwischen 5 und 100 Mikrometer liegt. Der Zinngehalt

liegt sehr hoch und fithrt zu einer unnétigen Zinnbelastung des

Organismus. )

Das Arbeiten mit Agglomerisationshemmern wie Propy-
lenglykol, Konservierungsmitteln wie Benzylalkohol und mit
Antischaummitteln, welche Zusatzstoffe ebenfalls redioaktiv
markiert werden, fithrt zu Priparaten, die auch in anderen Or-
ganen, wie Leber, Milz und Knochenmark, in nicht erwiinsch-
25 ter Weise angereichert werden.

Es wurde nun ein Verfahren zur Herstellung von zur Bin-
dung von Technetium geeigneten, zinnhaltigen Humanserum-
albumin-Partikeln gefunden, das die obigen Nachteile ver-
meidet und das dadurch gekennzeichnet ist, dass man Human-

30 serumalbumin in wissriger Losung nach Reinigung durch Dia-
lyse, zweckmissig durch Zusatz von Natronlauge und zweck-
mdéssig unter Riihren, auf einen pH-Wert zwischen 9,8 und
10,2 einstellt, die Losung auf eine Temperatur zwischen 71
und 73 °C bringt, diese Temperatur 10 bis 20 Minuten lang

35 erhilt, die Losung dann auf eine Temperatur zwischen 45 und
50°C bringt und in der Regel unter weiterem Riihren durch
Zusatz von Sdure, vorzugsweise von Salzsiure, einen pH-Wert
zwischen 6,8 und 7,0 einstellt, 0,17 bis 0,22 Gewichtsprozent
Zinn-II-Ionen, bezogen auf Humanserumalbumin, zusetzt, un-

40 ter weiterem Riihren und durch Zusatz weiterer Siure einen

pH-Wert zwischen 5,2 und 4,8 einstellt, danach weitere 1,53

bis 1,73 Gewichtsprozent Zinn-II-Ionen, bezogen auf Human-

serumalbumin, zusetzt, anschliessend noch einmal auf eine

Temperatur zwischen 71 und 73 °C erwirmt,

die so erhaltene Suspension der Gegenstromsedimentation
mittels physiologischer Kochsalzlosung, vorzugsweise bei einer
Stromungsgeschwindigkeit zwischen 10 und 20 ml pro cm? Ge-
fassquerschnitt und pro Stunde, unterwirft,

die sedimentierten Teilchen nach Dekantieren der physio-
50 logischen Kochsalzlgsung mit sterilem destillierten Wasser auf

einen Gehalt von 2,5 mg bis 3,0 mg Albumin pro Milliliter
Suspension bringt

und diese Suspension zweckmissig in Mengen von 0,5 bis
5 ml und vorzugsweise in Mengen von 0,5 bis 2 ml in Gefis-

55 sen gefriertrocknet, die auf eine Temperatur unter minus
80 °C vorgekiihlt sind.

Dabei ist es vorteithaft, die Riihrgeschwindigkeit nach der
ersten Zugabe der Zinn-II-Ionen zwischen 600 und 700 Um-
drehungen pro Minute zu halten. Mit besonderem Vorteil wird

60 ein Magnetriihrer verwendet, wobei die Lange des Riihrstabes

zwischen einem Drittel und der Hélfte des grossten Gefiss-

durchmessers liegt.

Die Gefriertrocknung erfolgt vorteilhaft in fliissigem Stick-
stoff.

Vorteilhaft werden die gefriergetrockneten HSA-Partikel
unmittelbar vor Gebrauch durch Zugabe isotonischer, steriler
Pertechnetatlosung und kurzes Schiitteln mit Technetium-99m
markiert. '
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Die so hergestellten HSA-Partikel haben gegeniiber dem
Stand der Technik folgende Vorteile:

1. Die niedrige Denaturierungstemperatur von 72° liefert
Partikel, die einerseits lange genug in der Lunge gespeichert
werden, um mehrfache Aufnahmen (z.B. mit der Szintilla-
tionskamera) machen zu konnen. Anderseits werden die Parti-
kel nach kurzer Zeit abgebaut. Bei Tierversuchen (Ratte)
wurden 24 Stunden nach Applikation nur noch 5% der inji-
zierten Partikel in der Lunge gefunden.

2. Die Fillungstemperatur zwischen 45 und 50 °C und die
bevorzugte Riihrgeschwindigkeit wahrend des Fallungsvorgan-
ges fithren zur reproduzierbaren Bildung makroaggregierter
Partikel gleichmissiger Grossenverteilung von 20 bis 50 Mi-
krometer (>90%).

3. Der Zinngehalt der Partike] ist mit 1,70 bis 1,95% Sn**
(bezogen auf das Albumin) besonders niedrig; ausserdem wird
das Zinn durch die in zwei Schritten erfolgende Zugabe be-
sonders wirksam gebunden. Deshalb liegt die Markierungsaus-
beute, auch bei linger gelagerten Priparaten, iiber 99%, d.h.
der Gehalt an freiem *™TcOQ, ist kleiner als 1%.

4. Die Reinigung der ausgefillten Partikel durch Gegen-
stromsedimentation trennt unerwiinschte kleine Teilchen leicht
und vollsténdig ab, so dass Leber und Nieren nur sehr geringe
Aktivitdtsmengen aufweisen. In der Ratte wurden 15 Minuten
nach der Injektion von der applizierten Dosis weniger als
0,3% in der Leber und weniger als 0,6% in den Nieren gefun-
den.

5. Die in physiologischer Kochsalz-Ldsung erfolgende Se-
dimentation der Partikel verhindert ein Verkleben bzw. Zu-
sammenbacken und damit eine Vergrosserung der Partikel.
Nach der endgiiltigen Verdiinnung und dem Gefriertrocknen
enthilt das Produkt pro 2,5 mg Humanserumalbumin zwischen
1,5 und 2,0 mg Kochsalz. Diese physiologisch unbedenkliche
Menge an Kochsalz macht den Zusatz von Agglomerisations-
hemmern bzw. Stabilisatoren iiberfliissig und bewirkt, dass sich
die Partikel bei Zugabe des Technetium-99m-Generatoreluats
leicht und gleichmissig suspendieren lassen.

6. Die gefriergetrockneten, nur Zinn-II-Ionen und Koch-
salz enthaltenden Partikel werden durch Zugabe von isotoni-
scher Pertechnetat-Losung und kurzes Schiitteln mit Techne-
tium-99m markiert, wobei umstindliche Manipulationen, wie
Erwérmen o.4., nicht notwendig sind. Die Generatoreluat-Vo-
lumina sind wegen der guten Suspendierbarkeit der Partikel
und wegen der vollstindigen Reduktion des Pertechnetats
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nicht eng begrenzt; es konnen 1 bis 10 ml zugesetzt werden,
ohne dass die Markierungsausbeute unter 99 % sinkt.

Beispiel

5 10 g gegen isotonische Kochsalz-Losung dialysiertes Hu-
manserumalbumin (HSA) werden mit steriler, isotonischer
NaCl-Losung auf 400 ml aufgefiillt und durch Zugabe von

1n NaOH auf pH 10 eingestellt. Unter Riihren wird die Al-
bumin-Losung schnell auf 72 °C erhitzt und 15 Minuten bei

10 dieser Temperatur gehalten. Die Temperatur der Losung wird
auf 45 °C gesenkt, die Rithrgeschwindigkeit auf 650 U./min
erhoht und langsam 0,1n HCI in isotonischer Kochsalz-Lgsung
bis pH 6,9 zugetropft. Dann gibt man so langsam 3,7 ml einer
frisch angesetzten, 34 mg SnCl, - 2H,0 enthaltenden, salzsau-

15 ren Losung hinzu, dass keine Partikelausféllung eintritt.

Durch weitere Zugabe von 0,1n HC] in isotonischer Koch-
salz-Ldsung bis pH 5,1 erreicht man die vollstindige Ausfil-
lung des denaturierten Albumins in Form von Makroaggrega-
ten mit einer Teilchengrosse bis zu 50 um. Das restliche Zinn-

20 salz, 306 mg SnCl,-2H,0, gelost in 0,02 %iger Salzsdure, wird
anschliessend langsam zugesetzt. Durch nachfolgende, 30mi-
nutige Nachdenaturierung der Suspension bei 72 °C werden
die Partikel verfestigt.

Die Partikelsuspension wird iiber Nacht in einem Gefiss,

25 das im unteren Teil eine Fritte (Porengrdsse G2) mit ca. 85
cm? Fliche besitzt, in von unten mit einer Geschwindigkeit von
ca. 11/h entgegenstromender physiologischer Kochsalz-Losung
sedimentiert. Wihrend alle kleineren Teilchen abgeschwemmt
werden, setzen sich die gewiinschten 20 bis 50 um grossen

30 Teilchen ab. Nach dem Abdekantieren der iiberstehenden
Fliissigkeit wird die Aufschlimmung der Partikel in der isoto-
nischen Kochsalz-Losung mit sterilem destilliertem Wasser auf
eine Konzentration von 2,5 mg HSA/ml eingestellt; die L6-
sung enthilt 1,8 mg NaCl/ml. Je 1 ml der Suspension wird in

3smit flissigem Stickstoff vorgekiihite Flischchen abgefiillt,
worin die Partikelsuspension fast augenblicklich gefriert. Nach
sorgfiltiger Gefriertrocknung bilden die Partikel eine trocke-
ne, leicht bewegliche Masse, die einwandfrei suspendierbar ist
und eine unverinderte Teilchengrosse von 20 bis 50 um be-

40sitzt. Ein Flascheninhalt von 2,5 mg HSA entspricht 1 bis
2108 Teilchen.

Sémtliche Arbeiten werden unter aseptischen Bedingungen
vorgenommen, da eine nachtrégliche Sterilisation der Partikel
nicht moglich ist.
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