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(57) Abstract

In a process for producing non-infectious blood plasma, the plasma is treated with non-ionic tensides, the lipid phase is
separated and the non-ionic tenside is removed by solid-phase extraction on hydrophobic materials.

(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren beschrieben zur Herstellung von nicht-infektissem Blutplasma, wobei das Plasma mit nicht-ioni-
schen Tensiden behandelt, die Lipidphase abgetrennt und das nicht-ionische Tensid durch Festphasenextraktion an hydropho-

ben Materialien entfernt wird.
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Verfahren zur Herstellung von nicht-infektidsem
Blutplasma

5 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren
zur Herstellung von nicht-infektidsem Blutplasma.

Blutplasma wird in der Medizin fiir eine Fiille von Indi-
kationen vVerwendet. Entsprechend grof ist seine klinische
10 Bedeutung. Das Blutplasma wird durch Abtrennung der Blut-
zZellen aus Vollblut, das Spendern entnommen worden ist,
gewonnen. Um Infektionen des Patienten mit pathogenen
Bestandteilen, wie Hepatitisviren und HIV des Spender-
plasmas zu vermeiden, missen diese frei von intakten
15 Viren sein. Deshalb war es bislang nur méglich, Plasmen
von einzelnen Spendern einzusetzen, die nach einer lin-
geren Beobachtungszeit als gesund im Sinne von Virus-
freiheit betrachtet werden konnten. Ein Vermischen
(Poolen) von Plasmen mehrerer Spender war ausgeschlossen.
20
Nachteilig an dieser Verfahrensweise ist der enorme Auf-
wand, der durch die einzelnen Praparationen aufgewendet
werden muB. Eine kontinuierliche Arbeitsweise ist mit
den derzeit bestehenden Arbeitstechniken nicht méglich.
25 Bedingt dadurch tritt ein weiterer Nachteil in Erschei-
nung. Es ist nur mit unverhaltnismdBig hohem, kaum ver-
tretbarem Aufwand méglich, standardisierte Plasmaprépara-
tionen herzustellen. Bedingt durch die Einzelzubereitung
schwankt beispielsweise der Proteingehalt in der Spender-
30 fraktion. Daher muB bei Verwendung des durch Einzelzube-
reitung hergestellten Plasmas jeweils der aktuelle Pro-
teingehalt der betreffenden Charge berticksichtigt werden.
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Ein groBes Problem stellt die‘Entfernung des zur Inakti-

vierung der infektiésen Bestandteile verwendeten Mittels

dar. Nach einer vom New-York-Blood-Center entwickelten

Verfahrensweise werden zur Virus-Inaktivierung Deter-

genzien verwendet. Ein groBes Problem besteht darin,

diese Detergenzien nach erfolgter Virus-Inaktivierung

dem Plasma wieder zu entziehen. Horowitz schlégt vor,

die mit Detergenzien behandelten Zubereitungen mittels

hydrophober Chromatographie durch Unmkehrphasenmaterialien
vom Detergenz zu befreien.

Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem
ist somit die Bereitstellung eines kontinuierlichen Ver-
fahrens zur Herstellung eines nicht-infektiésen Blut-
blasmas. Die sich daraus ergebenden Probleme betreffen
unter anderem eine sichere und zuverlassige Verfahrens-
weise zur Entfernung der virus-inaktivierenden Deter-
genzien. Dariiber hinaus ist es wunschenswert, bereits
bei der Herstellung der Plasmaprdparate solche mit stan-
dardisiertem Proteingehalt zu erhalten.

Die der Erfindung zugrunde liegenden technischen Probleme
werden geldst durch ein Verfahren zur Herstellung von
nicht-infektiésem Blutplasma, wobei das Plasma mit nicht-
ionischen Tensiden behandelt, die Lipidphase abgetrennt
und das nicht-ionische Tensid durch Festphasenextraktion
an hydrophoben Materialien entfernt wird.

Das Blutplasma kann dabei sowohl von frisch hergestellten
Plasmapraparationen stammen als auch von tiefgefrorenen
Fraktionen. Dabei wird gefrorenes Plasma in einem Wasser-
bad éufgetaut. Sobald eine gewisse Temperatur, die vor-
zugsweise 25°C betrdgt, erreicht ist, wird das Plasma
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gegebenenfalls filtriert und der PH-Wert der Lésung kon-
trolliert. Der Auftauvorgang wird vorzugsweise in einer
Zeit von etwa 1 bis 2 Stunden durchgefilhrt. Der pH-Wert
der Lésung betrigt vorzugsweise 7,0 bis 7,4.

Danach wird das so behandelte Blutplasma mit einer Mi-
schung aus nicht-ionischen Tensiden und destilliertem
Wasser bei 20 bis 40°c, vorzugsweise 30°C, behandelt.
Als nicht-ionische Tenside kommen insbesondere Tri-N-
10  Butylphosphat (TNBP) und/oder Triton X-100 in Frage. Es
ist vorteilhaft, die Mischung unter leichtem Rithren
einige Zeit bei erhdhter Temperatur zu behandeln. An-
schlieBend wird die Lipidfraktion durch Zentrifugation
entfernt. Es ist vorteilhaft, vor dem ‘Zentrifugations-
15 schritt die Lipidfraktion mit biologisch vertraglichen
Lipiden, wie Pflanzenél, insbespndere Sojadl und/oder
Rizinusél, anzureichern. In einer bevorzugten Ausfihrungs~
form des erfindungsgemifen Verfahrens werden dabei ca.
10 % Pflanzendl zugefiigt. Nach der Zentrifugation werden
20 Lipid- und Plasmaschicht getrennt. Vorzugsweise kann
dies mittels eines Siphons oder einer kontinuierlich

arbeitenden Zentrifuge mit automatischer Phasentrennung
geschehen.

25 Die Plasmaschicht wird gesammelt, wéhrend die Lipig-
schicht verworfen wird. Danach schlieft sich gegebenen-
falls ein Filtrationsschritt an, woraufhin das restliche
noch vorhandene nicht-ionische Detergenz aus dem Plasma
mittels Festphasenextraktion beseitigt wird. Vorzugsweise

30 ist das hydrophobe Material 2ur Festphasenextraktion das
aus der Umkehrphasen-Chromatographie (reversed phase
chromatographie) bekannte Material. Dazu gehéren vorzugs-
weise mit C-18 beschichtete Tragermaterialien, wie sie
auch in der Hochdruckflﬁssigkeits-Chromatographie Ver-
wendung finden. In einer bevorzugten Ausfihrungsfornm
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kann die Festphasenextraktion in Form einer Chromatogra-
phie erfolgen. Das Verhdltnis zwischen Bettvolumen und
dem aufzuarbeitenden Plasmavolumen betridgt vorzugsweise
l: 6 bis 1 : 20, besonders bevorzugt 1 : 10.

Nach der Festphasenextraktion schlieBt sich gegebenen-

falls eine Kontrolle des pH-Wertes an. Der pH-Wert der

Lésung wird auf pH 7,0 bis 7,4 nachjustiert. Danach

schlieBt sich eine Sterilfiltration an, woraufhin ge-

winschtenfalls das Blutplasma gefriergetrocknet wird in

Gegenwart iiblicher Lyophilisations-Hilfsmittel, wie Lysin
oder Glycin.

Das erfindungsgemdBe Verfahren erméglicht es, von der
GUblichen Einzelzubereitung des Plasmas abzugehen. Das
Verfahren ist geeignet im industriellen MaBstab durch-
gefihrt zu werden. Insbesondere wird eine kontinuierliche
Verfahrensweise erméglicht. Ein weiterer Vorteil des er-
findungsgemidBen Verfahrens liegt darin, da® aufgrund der
kontinuierlichen Verfahrensgestaltung die Bedingungen so
gewdhlt werden kénnen, daf das Endprodukt jeweils gleiche
oder zumindest sehr &hnliche Proteinkonzentrationen auf-
weist. Dies macht die klinische Handhabung der Blutplasma~
Praparate, insbesondere bei Mehrfachgabe, unproblema-
tischer, da die wechselnde Proteinmenge, die sich aus
den Einzelprédparationen ergibt, entfidllt.

Das erfindungsgemdfe Verfahren wird anhand des folgenden
Ausfiihrungsbeispiels ndher erléutert:

20 1 Blutplasma (80 x 250 ml) werden im Wasserbad bei -
25°C fir die Dauer von 1,5 Stunden aufgetaut. Gewiinsch-
tenfalls wird die Fraktion nach dem Auftauen iber Gaze- ®

filter oder Filterpatronen (z.B. Firma Pal, 100 pm)
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filtriert. Sodann wird das Plasma in einen 50 1 Edel-

stahlkessel bei 30°C gefillt. Fir Rihroperationen wird

ein Propeller-Blattrithrer verwendet. Der pH-Wert des

aufgetauten Plasmas wird Uberprift und mit 0,5 N-Salz-
5 sdure auf einen Wert von PH 7,0 bis 7,4 eingestellt.

Es wird eine Mischung von TNBP, Triton X=-100 und destil-
liertem Wasser hergestellt. Die Mengen betragen vorzugs-
weise TNBP : Triton X-100 : destilliertes Wasser = 0,5
10 bis 2 : 0,5 bis 2 : 2 bis 4. Bei der vorliegenden Ansatz-
gréBe wurde in besonders bevorzugter Weise 200 ml TNBP,
200 ml Triton X-100 und 800 ml destilliertes Wasser ver-
wendet. Die Mischung wird ebenfalls auf ca. 30°C erwarmt.
Danach fiigt man die Mischung der nicht-ionischen Tenside
15 dem Plasma hinzu. Die Mischung wird bei 30°C vorsichtig
gerthrt. Nach 4 Stunden schlieBt sich die Zentrifugation
des Plasmas an. Vorzugsweise wird mit 4.000 Undrehungen
pro Minute eine Stunde lang bei 12°c zentrifugiert. Es
empfiehlt sich, zur VergréBerung der Lipidphase etwa
20 10 ¥ (v/v) Soja- oder Rizinusél der Reaktionsmischung
vor der Zentrifugation hinzuzugeben. Nach der Zentrifu-
gation werden Lipid- und Plasmaschicht getrennt. Dies
kann vermittels eines Siphon geschehen. Die Plasma-
schichten werden gesammelt und mit Protein-inerten Filter-

25 membranen (z.B. Firma Pal, 3 = 5 um) filtriert. Man er-
halt 19 1 Plasma.

Diese Menge wird mit "c-18 praparativ" Adsorbens (Waters,
Inc.) behandelt. Bei der angefallenen Menge von 19 1
30 werden vorzugsweise 1,2 kg in 2,4 1 Wasser aufgeschldmmt.
Die Chromatographie wird an einer Sdule mit 15 cm Durch-
messer durchgefithrt. Die FlieBrate betrdgt 300 ml/min.
Das Eluat wird mittels eines UV-Monitors iiberwacht. Die
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austretende Plasmafraktion wird gesammelt und gegebenen-

falls auf einen pH von 7,0 bis 7,4 mit 0,5 N-Natronlauge
eingestellt.

Das Plasma wird {iber Membranfilter (0,22 pm) steril f£il-
triert und gefriergetrocknet, nachdem es in 250 ml Fla-
schen abgefiillt wurde.
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PATENTANSPRUCHE ;

Verfahren zur Herstellung von nicht-infektiésem Blut-
plasma, wobei das Plasma mit nicht-ionischen Tensiden
behandelt, die Lipidphase abgetrennt und das nicht-
ionische Tensid durch Festphasenextraktion an hydro-
phoben Materialien entfernt wird.

- Verfahren nach Anspruch 1, wobei das tiefgefrorene

Blutplasma im Wasserbad bei 20 bis 30° c schonend auf-
getaut wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 oder 2, wobei

der pH-Wert des Plasmas auf PH 7,0 bis 7,4 einge-
stellt wird.

Verfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 3, wobei als
nicht-ionische Tenside Tri-N-Butylphosphat (TNBP)
und/oder Triton X-100 eingesetzt werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei

eine wiBrige Mischung von TNBP und Triton X~100 ein-
gesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 5,. wobei das Mischungsver-
haltnis von TNBP : Triton X-100 : Wasser = 0,5 bis 2
: 0,5 bis 2 : 2 bis 4 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die
Lipidphase durch Zentrifugation abgetrennt wird.
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14.

PCT/EP91/00503

Verfahren nach einem der Anéprﬁche 1 bis 7, wobei vor
der Abtrennung der Lipidschicht biologisch kompatible
Lipide zugesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Lipidmenge ca.
10 % (v/v) betragt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die
Festphasenext;aktion mit Materialien fiir die Umkehr-
phasen-Chromatographie (reversed phase) durchgefiihrt
wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei
Octadecyl derivatisierte Materialien fiir die Umkehr-
phasen-Chromatographie Verwendung finden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei
die Festphasenextraktion durch C-18 Umkehrphasen-
Chromatographie erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei
auf die Festphasenextraktion gegebenenfalls nach Kon-
trolle des pH-Wertes und Justierung auf pH 7,0 bis
7,4 eine Sterilfiltration durchgefithrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei
das Blutplasma gefriergetrocknet wird gegebenenfalls
in Gegenwart Ublicher Hilfsmittel zur Lyosilisierung.
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