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Verfahren zur Herstellung von intravenés vertriglichem Nativ-Human-Immunglobulin mit natiirlicher

Halbwertszeit.

@ Humanplasma oder -serum wird wihrend 30 min bis
4 h auf 50 - 60°C erwirmt und anschliessend fraktio-
niert. Das erhaltene Endprodukt zeigt gegeniiber dem

Ausgangsmaterial unverinderte AntikOrperaktivitit.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von intravends-vertragli-
chem Nativ-Human-Immunglobulin mit natiirlicher Halb-
wertszeit und gegeniiber dem Ausgangsmaterial unverénder-
ter Antikdrperaktivitit durch Fraktionierung von vorbehan-
deltem Humanplasma oder -serum, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vorbehandlung in einem Erhitzen des Humanplas-
mas oder -serums wihrend 1/,~4 h auf 50-60°C besteht, wo-
bei die antikomplementére Aktivitdt verursachenden Pro-
teinmolekiile durch Molekiilvergrosserung ausfillbar wer-
den.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vorbehandlung in einem Erhitzen des Humanplas-
mas oder -serums wéhrend 2 h auf 56°C besteht.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
fiir die intravendse Anwendung geeignetem Gammaglobulin
aus Humanplasma, das ohne modifizierende Verfahren er-
halten werden kann.

Es ist bekannt, dass man durch Fraktionierung ein Gam-
maglobulin herstellen kann, das die Eigenschaft hat, un-
spezifisch Komplement zu fixieren (Barandun, S. «Die Gam-
maglobulin-Therapie», S. Karger-Verlag, Basel 1963). Die-
se antikomplementiire Aktivitit wird mit dem Entstehen von
Aggregaten in Beziehung gebracht. Unspezifisch kom-
plementfixierendes Gammaglobulin ist fiir eine intravendse
Anwendung nicht geeignet, sondern lediglich fiir eine in-
tramuskuldre Anwendung. Da die Antikorper-Wirksamkeit
aber bei einer intravendsen Anwendung vollstindiger ist und
vor allem sofort eintritt, hat es nicht an Versuchen gefehlt,

intravends vertrigliche Gammaglobulin-Préparate herzu-
stellen.

Bekanntlich besteht die biologische Funktion der An-
tikorper in der Elimination von Bakterien und Viren sowie
in der Neutralisation von Toxinen. Der antigenbindende
Teil (Fab.-Teil) des Antikdrpermolekiils sorgt dabei zu-
nichst fiir die Erkennung und Neutralisation von Erregern.
Der entstehende Antigen-Antikérper-Komplex bewirkt eine
Aktivierung des komplementbindenden Teils (Fc-Teil) des
Molekiils. Dadurch werden eine Reihe von immunologi-
schen Folgereaktionen in Gang gesetzt, deren wesentlichste
die Phagozytose und die spezifische Aktivierung des Kom-
plementsystems sind. Die spezifische Aktivierung des Kom-
plementsystems, die man klar von der unspezifischen (an-
tikomplementire Wirkung) unterscheiden muss, bewirkt bei
bakteriellen Infektionen eine Bakteriolyse. Als weitere Folge
der Komplementaktivierung werden Anaphylatoxine und
chemotaktische Faktoren «dosiert» freigesetzt. Die Ana-
phylatoxine sorgen durch Erhéhung der Gewebedurchléssig-
keit fiir eine gesteigerte Antikorperkonzentration am Ort der
Infektion, wihrend die chemotaktischen Faktoren die Pha-
gozytose unterstiitzen. Somit kommt bei der Infektabwehr
dem Fec-Teil des Immunglobulin-G-Molekiils eine iiber-
ragende Bedeutung zu. Klinisch von besonderer Bedeutung
ist die in vivo Halbwertszeit der in intravendsem Gamma-
globulin enthaltenen Antikdrper. Je ldnger die in vivo Halb-
wertszeit ist, umso linger kreisen die zugefiihrten Antikor-
per im Blut und umso lénger stehen sie fiir eine prophylakti-
sche Wirksamkeit zur Verfiigung. Dies ist von entscheiden-
der Bedeutung bei Krankheiten, in deren Verlauf der Or-
ganismus nicht in der Lage ist, Antikorper zu bilden. Man
ist hier gezwungen, die Antikorper laufend zuzufiihren. Je
weniger oft dies notwendig ist, umso einfacher ist insbeson-
dere eine ambulante Behandlung durchzufithren.

Es sind auch bereits Verfahren bekannt, um aus unspezi-
fisch komplementfixierendem Human-Standard-Gamma-
globulin ein intravends vertragliches Préparat herzustellen.
Diese Verfahren beruhen darauf, dass das durch herkdmmli-

s che Fraktionierverfahren wie die Cohnsche Alkoholfrak-
tionierung oder die Rivanol-Ammonsulfat-Fraktionierung
gewonnene, unspezifisch komplementfixierende Human-
Standard-Gammaglobulia hydrolytisch bzw. enzymatisch in
die einzelnen Fragmente gespalten und so die unspezifische
Komplementfixierung beseitigt bzw. die antikomplementire
Aktivitdt durch chemische Modifizierung durch -
Propiolacton beseitigt wird. Es sind dies im einzelnen folgen-
de Verfahren: '

Pepsin-Abbau (Schultze, H. E. und Schwick, C.t. Dtsch.
15 med. Wochenschrift, 87, 1643 [1962].

Pepsin-Abbau (Barandun, S. et al.: Vox Sang. 28, 157
[1975]).

HCl-Behandlung (Barandun, S. et al.: Vox Sang. 7,187
{1962)).

B-Priopiolacton-Behandlung (Staphan, W. : Z. klin.
Chem. klin. Biochimie 7, 282 [19691),

Betrachtet man die Halbwertszeiten, so liegen die Halb-
wertszeiten aller bekannten Priparate unter der natiirlichen
Halbwertszeit von 18-22 Tagen. Dies liegt an der drasti-
schen Molekiilverdnderung durch den enzymatischen Ab-
bau: Es entstehen Antikorper-Bruchstiicke, die eine hohe
Eliminationsgeschwindigkeit haben. Die gezielte chemische
Modifizierung durch B-Propiolaction liefert ein deutlich bes-
seres Produkt mit einer Halbwertszeit von 15 Tagen. Das er-
findungsgemisse Ziel wird dadurch jedoch noch immer nicht
erreicht: Die Isolierung und Ankonzentrierung menschlicher
Immunglobuline mit natiirlicher, unverinderter Halbwerts-
zeit von 18-22 Tagen, frei von antikomplementérer Aktivi-
tit und daher intravends anwendbar.

Es wurde nun iberraschenderweise gefunden, dass sich
ein intravendses Immunglobulin mit natiirlicher Halbwerts-
zeit und frei von antikomplementérer Aktivitdt aus Human-
plasma oder -serum herstellen Jdsst.

Gegenstand der Erfindung ist das im Patentanspruch de-
a0 finierte Verfahren. Bei dieser Behandlung findet ein Disul-

fidaustausch (A)

1

(=]

20

2!

Iy

30

35

-8 wf -
45

-fl HS =
“ l’ Erhitzen
55 - @ =

eine Oxydation (B)
0 - Ha0
60 ‘ 2
+ Hitze

g-S-s-g

<



3 628 518

und eine Hydratisierung~ von _hydrophoben Resten (aromatische Reste, aliphatische Ketten) (C)
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statt.

Die giinstigen Eigenschaften des erfindungsgemiss her-
gestellten Produktes wurden durch die nachfolgend be-
schriebenen Untersuchungen belegt, die mit einer 5%igen
Losung durchgefiihrt wurden.

1. Klinische Vertriglichkeit
Es wurden 36 Patienten, davon 12 Erwachsene und 24
Kinder, jeweils einmal mit einer Dosis von 0,1-0.5 ml/kg be-
handelt. Davon hatten 2 Patienten das Antikérpermangel-
syndrom, Typ Bruton. Solche Patenten sind bekanntlich ge-

xi&O

-l

genliiber intravenosem Gammaglobulin besonders empfind-
lich. Das Priparat wurde in allen Fillen reaktionslos ver-
tragen.
15 2. Antikomplementire Aktivitit
Der antikomplementére Titer ist nicht hoher als maximal
1: 5, verglichen mit der NaCl-Kontrolle beim Himolysetest
nach Kabat und Mayer, und entspricht weitgehend dem
handelsiiblichen intravenésen Immunglobulin verschiedener
20 Herstellung.
Auszug aus einem Protokoll itber eine K omplementbe-
stimmung;

Probe ml Kompl. 2 4 6 8 10 12 14 16 18
je 10 ml
Probe
Plasma ## + - -
IgGI FEEFE FFFEF e EEEF
IgGII FEEE EF +- -

Erlduterung:

- totale Himolyse: keine antikomplementiire Aktivitit
# # # # keine Himolyse: antikomplementire Aktivitit
# # 50% Héimolyse

IgG I: Cohn-Fraktion II aus Nativ-Plasma (Reinheitsgrad iiber 95%).
1gG 1I: Cohn-Fraktion I1 aus erhitztem Plasma (Reinheitsgrad iiber 95% Immunoglobulin C).

3. AntikOrper-Aktivitit

Roételn Masern
reziproke Titer im Himogglutinationstest
Plasma 64 32
Immunoglobulin gemiss
Erfindung 512 128

Ankonzentrierungsfaktor etwa 4-8 (wie rechnerisch ermittelt).

4. Halbwertszeit

Halbwertszeitbestimmung nach der Doppel-Mas-
kierungsmethode mit !25J und 3] im Vergleich mit in-
tramuskuldrem Standard-Immunglobulin (Mc. Farlane,
A. S.: Nature, London 182, 53 [1958].

Es wurde ein Wert von 20 Tagen gefunden (natiirlicher
Bereich 18-22 Tage).

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele
weiter erldutert:

Beispiel 1
I Liter Human-Citratplasma aus einem 1000-Spender-
Pool wurde 2 Stunden auf 56 C erhitzt. Anschliessend wur-

40 de abkiihlengelassen, ausgefillt und dann aus der Ausfillung
durch iibliche Fraktionierverfahren wie z.B. die Cohnsche
Alkoholfraktionierung (Kistler, P. et al.: Vox Sang. 7, 414
[1962]) oder die Rivanol-Ammon-Sulfat-Fraktionierung
(Horajsi, J. et al.: Acta med. Scand. 155, 65 [1956]) die Gam-

45 maglobulin-Fraktion abgetrennt und damit eine Sgew.-%ige
Lésung in physiologischer Kochsalzlosung hergestellt.

Beispiel 2
Anstelle von Citratplasma wurde ACD-Plasma, das ei-
s0 nen dextrosehaltigen Citratstabilisator enthilt, oder Serum
als Ausgangsmaterial verwendet und wie in Beispiel 1 gear-
beitet.
Beispiel 3
Es wurden Reihenversuche durchgefiihrt, bei denen die
55 Erhitzungsdauer zwischen !/, und 4 Stunden und die Tem-
peraturen zwischen 50 und 60°C verindert wurden, mit den
Ausgangsmaterialien der Beispiele 1 und 2. Dabei zeigte
sich, dass fiir kleine Laboransitze unter 1 Liter kurze Erhit-
zungsdauer bei niedriger Temperatur, bei Ansétzen im tech-
60 nischen Massstab, d.h. etwa von 10 bis 1000 Liter, jedoch
eine ldngere Erhitzungsdauer bei héherer Temperatur aus
Griinden des volumenabhéngigen Wirmeausgleichs optimal
sind.




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

