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Titel der Erfindung

Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen

~ Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Adsorbens fir die selektive Entfer-
nung von zirkulierenden Immunkomplexen aus Kdrperflissigkeiten
unter wiederholtem'und reproduzierbarem Einsatz eines beschich~
teten Tragers., Das Adsorbens ist anwendbar in der pharmazeuti-
schen Industrie sowie der Medizin.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen

Es gilt als gesichert, daB den in Kérperflissigkeiten, z. B.

im Blut, zirkulierenden Antigen-Antikorper-Komplexen (Immun-
komplexen) eine wesentliche pathogenetische Bedeutung bei einer
Vielzahl von Erkrankungen (u. a. Autoimmunerkrankungen wie
Lupus erythematodespisceralis und Rheumatoid=Arthritis, Trans-
plantatabstoBung, Infektionen, mdglicherweise auch bei Neo=-
plasien) zukommt., Zirkulierende Immunkomplexe kdnnen sich an
den GefaBwinden ablagern und lber verschiedene Wirkungsmecha-
nismen entzindliche Reaktionen in den jeweils disponierten Or=
ganen mit den entsprechenden Symptomen (u. a. Vasculitis,
Arthritis, Nephritis, Serositis, Karditis, Cerebritis, Anémie,
Leukopenie, Thrombopenie) induzieren, Insbesondere bei Auto-
immunerkrankungen korreliert die Immunkomplexkonzentration im
Serum/Plasma oder anderen Koérperflissigkeiten mit der Aktivitéat
der Erkrankung. Deshalb erscheint es sinnvoll, den Pathomecha-
nismus dieser Erkrankungen durch Entfernung zirkulierender Immun-



komplexe aus den Kérperflissigkeiten zu beeinflussen, um dadurch
das Fortschreiten der oben erwihnten Erkrankungen und unerwiinschte
Immunreaktionen zu verhindern, die Krankheitsaktivitét zu mindern,
die damit verbundenen Symptome zu lindern bzw. zu beseitigen. Die
Erfolge der Plasmapharesebehandlung werden u. a, auf die Beseiti~
gung bzw., Reduzierung der pathogenetisch bedeutsamen Immunkompléxe
- zurickgefihrt /“vgl. E. Apostoloff et al,, Dt. Gesundheitsw. 34,
64 (1979); H. F, Parry et al., Ann, Rheum. Dis. 40, 224 - 228
(1981); T. Sharon et al., Plasma Ther. Transfus. Technol. 3,

163 - 169 (1982); M. Valbonesi'et al., Int. J. Art. Organs 4,

234 - 236 (1981); J. V. Jones et al., Arthritis Rheum. 24, 1113 -
1120 (1981)_7. | | '

Nachteile dieser Methode sind das nicht selektive Entfernen aller
Plasmabestandteile und die dadurch erforderliche Zufﬁhrung groRe-
rer Mengen Fremdplasma oder Humanalbumin, die auch aus Kapazité&ts-
und ékonomischen Grinden limitierend sein kénnen. Aus den genann-
ten Griinden existieren seit einigen Jahren BemlUhungen um die Ent=-
wicklung von Adsorbentien, die eine selektive Entfernung zirku-
-lierender Immunkomplexe aus Kérperflissigkeiten erlauben, Hierbei
wurden im wesentlichen folgende Wege beschritten. '

- Staphylokokken-Protein A, an einen unléslichen Trager
fixiert (fixierte Staphylokokken, Protein A-Sepharose)
/ vgl. D. S. Torman et al., J. Immunol. 124, 798 (1980);
New England J. Med. 305, 1195); E. Behm u. H. Klinkmann,
in Plasma Separation and Plasma Fractionation, S, 254 - 265
(Karger, Basel 1983) /

- Pordses Harz vom Akrylsiureester-Typ / z. B. XAD=7, geliefert
von Rohm und Hass Co., USA; vgl. T. Agishi, Zinko Zoki, 9,
264 (1980)_7

- Kationenaustauschglied wie Carboxymethylcellulose / vgl.
L. D. Johnson et al., Can, J. Biochem. 42, 795 (1964)_/
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~ Adsorbens, enthaltend eine Oberfliche und mit der Oberfliche
verbunden wenigstens ein hYdrophobes Glied mit 6 = 700 Kohlen-
stoff-Atomen und wenigstens eine negative Ladung erzeugendes
Glied lfT. Kuroda et al,, japanisches Patent J. P. P58-59199,
P58-59197 7

Diese Adsorbentien haben jedoch verschiedene Nachteile, Protein
A ist in der Lage, Immunkomplexe zu binden; jedoch nicht ausrei-
chend selektiv, denn es bindet ebenfalls nicht immunkomplexge-
bundenes IgG. AuBerdem ist Protein A ein Fremdprotein mit den |
ihm anhaftenden Nachteilen beim Einsatz des Adsorbens, wenn es

in Berﬁhrung’mit den Kﬁrperflﬁssigkeiten gehalten wird. Die Her-
stellungskosten fir Protein A sind sehr hoch. Die Verwendung in=
aktivierter Staphylokokken als “natiirlichen" Trager des Protein
A erméglicht den Einsatz des Protein A ohne seine weitere Reini-
gung, bringt aber zusitzlich Probleme bei Berithrung der Kérper-
'flﬁssigkeit mit den inaktivierten Bakterien (z. B. Freisetzen

von Pyrogenen) mit sich, Weiterhin sollen Protein-A=Triger das
Komplementsystem aktivieren., Das porése Hari vom Acrylséureeéter-
Typ und Carboxymethylcellulose besitzen nur ungeniigendes Adsorp-
tionsvermdgen und unzureichende Adsorptionsspezifitat (u. a, wird
Albumin aus Koérperfliissigkeit absorbiert). Das aus einem hydro=-
phoben und einem eine negative Ladung enthaltenden Glied bestehen-
de Adsorbens ist ebenfalls fir die Adsorption von Immunkomplexen
nicht ausreichend spezifisch, '

Ziel der Erfindung

Es ist Ziel der Erfindung, zirkulierende Immunkomplexe selektiv,
einfach und schonend aus Korperflissigkeiten unter Nutzung steri-
lisierbarer Triager zu entfernen, Die Triger sollen sich einfach,
schnell und reproduzierbar zwecks Wiederverwendung regenerieren
lassen, ‘

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Erfindung hat die Aufgabe, zirkulierende Immunkomplexe aus
Kérperfliissigkeiten an eine feste Phase (Trager) biospezifisch
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zu binden, wobei die feste Phase wiederverwendbar sein soll.
ErfindungsgemsB wird die Aufgabe dadurch geldst, daB dasAProtein
Ciq -~ eine Unteréinheit der ersten Komplementkomponenfe - an
zellulosehaltige Materialien, vorzugsweise Perlzellulose oder
flachenférmige Zellulosetrager, lber eine Brickenverbindung
kovalent gebunden wird und dieses‘trégebgebundene Ciq zur Bin=
dung und Entfernung der zirkulierenden Immunkomplexe eingesetzt
wird, wobei die an das Clq gebundenen Immunkomplexe aus den
Kérperflissigkeiten durch Abtrennung der festen Phase separiert
werden und die feste Phase durch Behandlung mit nicht denaturie=
renden Medien funktionell regeneriert wird,

Das erfindungsgemdBe Verfahren ist weiterhin dadurch gekennzeich-
net, daB das im menschlichen und tierischen Blut vorkommende und
fir die Bindung von Immunkomplexen und deren physiologische Eli=-
minierung verantwortliche Protein Clg an einen geeigneten zellu-
losehaltigen Trager mit hinreichend groBer Oberfliche und Poro-
sitat auf an sich bekannte vorherige chemische Oberflichenmodi-
fizierung des Trégers, vorzugsweise durch Chlorameisensiureester,
CNBr, Cyanurchlorid; Carbodiimiden (Obersicht: M, D, Lilly:
Methods in Enzymology 44, (1976), 46) gebunden wird und dieses
tragergebundene Clq fir die in vivo- und in vitro-Entfernung der
zirkulierenden Immunkomplexe aus Kérperflissigkeiten eingesetzt
wird und danach die so gebundenen Immunkomplexe durch nicht de-
naturierende Medien wieder abgespalten werden, so daf der mit

Clq beladene Trager erneut eingesetzt werden kann,

Der als feste Phase dienende Trégek hat eine unterschiedliche
geometrische Form, wobei kugelférmige oder flachenférmige ver-
netzte Tréger mit oder ohne Zusitzen besonders geeignet sind.
Das zellulosehaltige Material ist im wesentlichen Perlzellulose,
wobei deren PartikelgréBe, Zusammensetzung, Struktur und Poro-
sitit unterschiedlich sein kann. Besonders vorteilhaft sind
PartikelgroBen zwischen 100 - 400 /um und Porenweiten >>500 A,
Die maximale Porenweite betragt ca. 100 ,um, wobei mit zuneh-
mender Porenweite die zur Verfiigung stehende Flache und damit
die Kapazitat des Tragers immer kleiner wird.



Die nicht denaturierenden Medien fir die Abspaltung der gebunde-
nen Immunkomplexe setzen sich aus gepufferten Lésungen hoher
Ionenstérke zusammen, wobei insbesondere 0,5 - 3 m NaCl-L&sungen
geeignet sind,

Die Oberflichenmodifizierung der Zellulose zum Zwecke der Schaf-
fung von Bedingungen fiir das Eingehen kovalenter Bindungen mit
~dem Protein Clq erfolgt auf an sich bekannte Art und Weise vor-
zugsweise durch Chlorameisens&ureester, kann aber auch durch
andere bekannte Modifizierungsverfahren wie CNBr, Cyanurchlorid,
Carbodiimide, Glutaraldehyd erfolgen. Der erfindungsgemé&e Cig-
Trager ist chemisch stabil, mikrobiell schwer angreifbar und
sterilisierbar. Dadurch ist die Wiederverwendbarkeit gewdhrlei-
stet. Der so mit dem Protein Clq beladene Zellulosetriger wird
dann zur Bindung und Entfernung der zirkulierenden Immunkomplexe
eingesetzt, wobei der Tréger sowohl im DurchfluBverfahren in
Ublicher Weise (HZmoperfusion, Plasmaperfusion) als auch inm
Batch=-Verfahren (bei der Isolierung von Immunkomplexen far in
vitro=Untersuchungen) genutzt werden kann. Nach Ablauf der
Reaktion und Entfernung des Trigers von den zu behandelnden
K6rperflﬂséigkeiten werden die gebundenen Immunkomplexe durch
nicht denaturierende Medien wie 1 M NaCl-L&sung abgespalten,

so daB das kovalent gebundene Clq fiir einen erneuten Einsatz

zur Verfiagung steht,

Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt die physiologische Funktion
des Proteins Ciq fiir die selektive und'schonende_Bindung und da=-
mit Entfernung von zirkulierenden Immunkomplexen aus Kérperfliis-
sigkeiten.

~ Ausflihrungsbeispiel

Im folgenden wird die Erfindung durch 2 Beispiele naher erliutert,

Beispiel 1:

Die mit Chlorameisensiureestern aktivierte Perlzellulose (Akti-
vierungsgrad 63 /umol/ml) wird zundchst stufenweise in das
waBrige Milieu Uberflhrt, da die Perlzellulose mit Dioxan ver=
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setzt ist. Hierzu wird der Tr&ger mit einem hinreichend groBen
UberschuB (50 ml Waschldsung/ml Triger) Dioxan-Wasser-Gemischen
folgender Abstufungen unter Rihren gewaschen: 90/10; 70/30;
10/90; 0/100. Die Gesamtdauer des Waschprozesses sollte nicht
langer als 10 - 15 Minuten betragen, um Hydrolyseverluste an
aktiven Gruppen zu vermeiden. Danach wird der Triager mit Clq

(1 mg/ml) in PBS-Puffer, pH 7,4, 10 mM EDTA enthaltend, ver-
setzt und 4 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln in-
kubiert., Die Bestimmung des gebundenen Clq erfolgt durch Diffe-
renzmessung der Ausgangslésung bzw, des Uberstands nach vorheri-

ger Dialyse bei 280 nm (Efzo

= 6,8) oder mit Hilfe der einfachen
radialen Immundiffusion. AbschlieBend wird der Trager mit 1 m
Athanolaminldsung in PBS=Puffer, pH 7,4, versetzt, um eventuell
noch freie reaktive Gruppen abzublocken., Schlieflich wird der
Triger mit einem 0,01 m Phosphat-Puffer, pH 7,4, der 0,05 m

NaCl enth&lt, gewaschen.

Dieses tragergebundene Clg wird nunmehr zur Bindung der Immun-
komplexe eingesetzt., Hierzu wird die mit Clq beladene Perlzellu-
lose mit einem Patientenserunm, das erhdhte Konzentrationen zirku~
lierender Immunkomplexe enthzlt (Patient mit Lupus erythematodes
visceralis), im Batch-Verfahren versetzt und 2 h bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nach Entfernung des Tragers durch Dekantieren
oder Zentrifugieren wird dieser im folgenden mit 0,01 M Phosphat-
Puffer, pH 7,4, 0,05 M NaCl, gewaschen und anschlieBend mit 2 M
NaCl in PBS~-Puffer, pH 7,4, regeneriert, Die Bestimmung der
Immunkomplexe erfolgte mit einem Clg-Festphasen-Enzymimmuno-
assay. Zur Ermittlung der unspezifischen Bindungen an den Trager
wurde die EiweiBkonzentration im spezifischen Eluat nach Lowry be-
stimmt sowie eine Immunelektrophorese durchgefihrt.

Eine mégliche Aktivierung des Komplementsystems wurde durch
quantitative Bestimmung der Komplementkomponenten Clq und C3
verfolgt. '

Tabelle 1 zeigt ein charakteristisches Ergebnis einer derarti-
gen Behandlung.
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~Tabelle 1
zirkulierende Immunkomplexe
(/ug/dl Aquivalente (%)
aggr. IgG)
Patientenserum
vor der Behandlung 90 100

nach der Behandlung 62 69

Eine Aktivierung des Komplementsystems konnte nicht'nachgeWie-
sen werden,

Beispiel 2: .

An aktivierte Perlzellulose wird, wie in Beispiel 1 beschrieben,
humanes Clq gebunden. Diese Matrix wird in eine Chromatographie-
siule (P 4 mm) gefillt und mit einem 0,01 M Phosphat-Puffer

pH 7,4, 0,05 M NaCl, gespiilt. AnschlieBend wird 1 ml Serum .
eines Patienten mit erhOhtem Immunkomplexspiegel aufgetragen

und mit o. g. Puffer eluiert (DurchfluB 10 ml/h). Die Abspaltung
der spezifisch gebundenen Immunkomplexe und die hiermit verbun-
dene Regenerierung der Matrix erfolgt, wie in Beispiel 1 beschrie-
ben, mit 2 M NaCl-Lésung in PBS-Puffer, pH 7,4, Die EiweiBkonzen=
tration wurde kontinuierlich mit einem UV-DurchfluBphotometer
verfolgt. Die Ergebnisse entsprachen den in Beispiel 1 dargeé
stellten Resultaten, |
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Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen aus Kére-
perflissigkeiten auf der Grundlage biospezifischer Wechsel-
wirkungen an feste Phasen, gekennzeichnet dadurch, daB als
feste Phase zellulosehaltlge Materialien verwendet werden,
die Uber eine Brickenverbindung das Protein Clq kovalent ge=-

- bunden enthalten und daB nach Bindung der Immunkomplexe an

das Clq der festen Phase durch Behandlung mit der Kdrperfliis-
sigkeit und Abtrennung der festen Phase eine Regenerierung
der festen Phase durch Behandlung mit nicht denaturierenden
Medien und Wiederverwendung derselben erfolgt.

Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen aus Kér=-
perflissigkeiten nach Punkt. 1, gekennzeichnet dadurch, dafB

die eingesetzten zellulosehaltigen Materialien aus sphérischen
oder faserfdrmigen Formkérper; bestehen, :

Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen nach
Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daR die Formkérper
durch Packung, Verweben oder durch Bindemittel zu vorzugs-
weise flichenfdrmigen Materialien oder Kolonnenpackungen
zusammengestellt sind.

Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen aus Kor-
perflissigkeiten nach Punkt 1, 2 und 3, gekennzeichnet da-
durch, daB das eingesetzte zellulosehaltlge Material Perl=-
zellulose ist, deren PartikelgréBe 10 - 500 /um betragt und
deren Porositat 100 A ist.

Selektives Adsorbens zur Bindung von Immunkomplexen aus Kor=-
perflissigkeiten nach Punkt 1 - 4, gekennzeichnet dadurch,
daB als'Bchkenverbindung Chlorameisensdureester, CNBr,
Carbodiimide, Glutaraldehyd u, &. eingesetzt werden,

Selektives Adsorbens zur Bindung und Entfernung von Immunkom-
plexen aus Korperflus51gkelten nach Punkt 1 - 5, gekennzeich=~
net dadurch, daB die nicht denaturierenden Medien gepufferte
Lésungen hoher Ionenstdrke sind.
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