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69 Verfahren zur Herstellung eines vernetzten wasserunléslichen Haptoglobinpriparates.

@ Zur Herstellung des Haptoglobinpriparates werden

Fibrinogen, Haptoglobin, Thrombin und eine bifunk-
tionelle Verbindung zugleich oder in bestimmter Reihen-
folge nacheinander zur Reaktion gebracht und zu einem
Vernetzungsprodukt verkniipft. Man erzielt hierbei ein
Priparat mit hohem Gehalt an aktivem Haptoglobin und
einer hohen Himoglobinbindungskapazitit, das als Ad-
sorptionsmittel fiir Himoglobin in einem extrakorporalen
Kreislaufsystem verwendet und hierauf gut regeneriert
werden kann.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines wasserunlostichen
Haptoglobinpriparats, dadurch gekennzeichnet, dass man
Fibrinogen, Haptoglobin, Thrombin und eine bifunktionelle
Verbindung zu einem Vernetzungsprodukt verkniipft.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man Fibrinogen und Haptoglobin menschlichen Ur-
sprungs verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als bifunktionelle Verbindung Glutardialdehyd
oder Carbodiimid verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als bifunktionelle Verbindung Glutardialdehyd
verwendet.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als bifunktionelle Verbindung Carbodiimid ver-
wendet.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Reaktion in einem wéssrigen Medium bei ei-
nem pH-Wert von 6 bis 8 durchfiihrt.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Reaktion unter Anwendung eines Reaktanten-
verhiltnisses von 1 g Haptoglobin, 0,5 bis 3,0 g Fibrinogen,
1 bis 50 Millimol einer bifunktionellen Verbindung und 15
bis 300 NIH-Einheiten Thrombin durchfiihrt.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Reaktion bei Temperaturen von 0 bis 40 °C
durchfiihrt.

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Reaktion stufenweise durchfiihrt, wobei zu-
néichst die bifunktionelle Verbindung mit einem Gemisch
aus Fibrinogen und Haptoglobin und anschliessend das er-
haltene Reaktionsgemisch mit Thrombin umgesetzt werden.

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion stufenweise durchfiihrt, wobei
zunéichst Thrombin mit Fibrinogen und anschliessend das
erhaltene Fibrin und Haptoglobin mit der bifunktionellen
Verbindung umgesetzt werden.

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktionsteilnehmer gleichzeitig miteinan-
der umsetzt.

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion mit Thrombin bei Temperaturen
von 20 bis 40 °C durchfiihrt.

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion mit Thrombin bei Temperaturen
von 20 bis 40 °C durchfiihrt.

14, Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion mit der bifunktionellen Verbin-
dung bei Temperaturen von 0 bis 10 °C durchfiihrt.

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion mit der bifunktionellen Verbin-
dung bei Temperaturen von 0 bis 10 °C durchfiihrt.

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Reaktion in Gegenwart eines Hilfstrdgers
durchfiihrt, um die Kontaktoberfidche zu vergrossern.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Hilfstrager natiicliche oder synthetische
Fasern verwendet.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeich-
net, dass man synthetische Fasern aus einem Polyolefin,
Acrylnitril-Polymerisat, Polyester, Polyacetat oder Vinyl-
alkohol-Polymerisat verwendet.

Haptoglobin (nachstehend auch mit Hp bezeichnet}) ist
ein Blutplasmaprotein mit einem Molekulargewicht von
86 000 bis 400 000. Es spielt im Stoffwechsel von im Blut
freigesetztem Hémoglobin eine wichtige Rolle. Bei iibermés-

s siger Freisetzung von Hdmoglobin (nachstehend mit Hb be-
zeichnet) im Blut wird dieses durch die Nierentubuli in den
Urin ausgeschieden, was nicht nur einen Eisenverlust, son-
dern auch Storungen der Nierentubuli hervorruft. Hapto-
globin spielt eine wichtige Rolle bei der Eisenriickgewinnung

10 und bei der Verhinderung der Stérung der Nierenfunktion,
da es in vivo eine selektive und feste Bindung des Hamo-
globins bewirkt und Himoglobin-Haptoglobin-Komplexe
bildet, die leicht vornehmlich durch die Leberparenchymzel-
len aufgenommen und dort verstoffwechselt werden.

15 Die sogenannte Himolyse, d.h. die Freisetzung von Ha-
moglobin, wirft heutzutage grosse Probleme auf. Himolyse
wird beispielsweise durch Transfusion von unvertréglichem
Blut, schwere Verbrennungen, Herzoperationen und hdmo-
lytische Erkrankungen hervorgerufen. Dabei leidet der Pa-

20 tient hiufig gleichzeitig an Nierenstdrungen, die zu einer le-
bensbedrohenden Niereninsuffizienz fithren konnen.

Der Verwendung von Haptoglobin bei derartigen, auf
Himolyse zuriickzufithrenden Nierenstérungen wurde be-
reits besondere Aufmerksamkeit zugewandt. Es wurde ein

25 Verfahren zur Herstellung von hochgereinigten Hapto-
globinpriparaten vorgeschlagen; vgl. JA-OS 77516/75, GB-
PS 1426 039, DE-OS 2 409 650 und FR-OS 2 251 314. Auf
diese Weise werden injizierbare Haptoglobinpréparate zur
kausalen Behandlung der vorerwéihnten Nierenst6rungen er-

30 halten. Bei der intravendsen Verabfolgung von Hapto-
globinpriparaten verbindet sich Haptoglobin mit freigesetz-
tem Hidmoglobin und sorgt somit fiir eine Normalisierung
des Himoglobinstoffwechsels.

In jiingster Zeit wurden erhebliche Fortschritte bei Ope-

35 rationen unter Anwendung von extrakorporalem Blutkreis-
lauf, beispielsweise eines kiinstlichen Herz-Lungen-Systems
oder von kiinstlichen Nieren, gemacht. Bei einer ldnger-
dauernden Zirkulation des Bluts durch ein derartiges ex-
trakorporales System erfolgt Himolyse unter Freisetzung

a0 von Hamoglobin. Das freigesetzte Himoglobin verursacht
hiufig Nierenstorungen, die eine Fortsetzung der Operation
mit extrakorporalem Kreislauf erschweren. Eine Behand-
lung mit Haptoglobinpriparaten ist auch in derartigen,
durch die fortgesetzte Anwendung des extrakorporalen

4s Kreislaufs verursachten Féllen von Hémolyse wirksam. Je-
doch konnen Haptoglobinpréparate nach der Verabfolgung
an den lebenden X 6rper nicht zuriickgewonnen werden, d.h.
die Haptoglobinpréparate konnen nicht wieder verwendet
werden. Ausserdem vereinigt sich das in den lebenden Kor-

so per injizierte Haptoglobin mit dem Himoglobin unter Bil-
dung eines Himoglobin-Haptoglobin-K omplexes (nach-
stehend mit Hb-Hp bezeichnet). Dieser Komplex wird in die
Leber transportiert und dort dem Stoffwechsel unterworfen.
Dabei tritt eine zu schwere Belastung von Patienten mit re-

ss duzierter Nierenfunktion ein. Demzufolge ist die intravendse
Injektion von Haptoglobinpriparaten bei derartigen Patien-
ten unzweckmdssig.

Es wurde bereits ein Verfahren zur Entfernung von frei-
gesetztem Hémoglobin aus dem Blut vorgeschlagen, wobei

60 die sogenannte Affinititschromatographie angewendet wird.
Dabei wird Haptoglobin an einen Agarose enthaltenden
Tréger gebunden, wodurch das Haptoglobin fixiert und un-
16slich gemacht wird. Das erhaltene Produkt wird als Ad-
sorptionsmittel verwendet; vgl. M. Klein und C. Mihaesco,

65 Biochemical and Biophysical Research Communications,
Bd. 52 (1973), Nr. 3, S. 774-778.

Das vorstehende Verfahren wurde fiir therapeutische
Zwecke fortentwickelt. Dazu wurde ein Verfahren und eine



Vorrichtung zur Verfiigung gestellt, die als Blutfiltrations-
vorrichtung bezeichnet werden kann. Mit dieser Vorrichtung
wird freigesetztes Himoglobin entfernt, indem man das Hi-
moglobin im zirkulierenden Blut an unl6slich gemachtes
Haptoglobin, das auf verschiedene Trigerstoffe aufgebracht
ist und in einem extrakorporalen Kreislaufsystem, beispiels-
weise einem kiinstlichen Herz-Lungen-System, enthalten ist,
bindet. Auf diese Weise gelingt es, das Himoglobin direkt
aus dem Korper zu entfernen, ohne die Leber zusétzlich zu
belasten; vgl. JA-OS 105 186/76, 79 717/76 und 79 718/76.
Jedoch erwiesen sich alle diese in Wasser unloslichen fixier-
ten Haptoglobinpréiparate fiir praktische Zwecke in bezug
auf die Menge an fixiertem Hp, die Hb-Bindungskapazitit,
die physikalische Festigkeit und das Verhalten nach der Re-
generation als nicht zufriedenstellend.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein wasserun-
16sliches Haptoglobinpréparat mit einem hohen Gehalt an
aktivem Haptoglobin und einer hohen Himoglobinbin-
dungskapazitit zur Verfiigung zu stellen. Dieses Préiparat
soll eine ausreichende physikalische Festigkeit aufweisen,
dass es als Adsorptionsmittel fiir Himoglobin in einem ex-
trakorporalen Kreislaufsystem verwendet werden kann. Fer-
ner soll dieses Haptoglobinpréparat nach der Verwendung
als Adsorptionsmittel fir Himoglobin in einem extrakor-
poralen Kreislaufsystem unter giinstigen Ergebnissen rege-
neriert werden konnen.

Das erfindungsgemaisse Verfahren zur Herstellung des
Haptoglobinpréparates ist dadurch gekennzeichnet, dass
man Fibrinogen, Haptoglobin, Thrombin und eine bifunk-
tionelle Verbindung zu einem Vernetzungsprodukt ver-
kniipft. Dieses Verfahren beruht auf dem iiberraschenden
Befund, dass Fibrin als Tréger zur Fixierung von Hapto-
globin besonders wirksam ist.

Im Vergleich zu herkdmmlichen fixierten Hp-Priparaten
oder Priparaten fiir Injektionszwecke sind die erfindungsge-
méssen fixierten Haptoglobinpréparate fiir praktische Zwek-
ke wesentlich besser geeignet, da sie eine hohe Himoglobin-
bindungskapazitit aufweisen und ihre Aktivitdt auch bei
langerdauernder kontinuerlicher Verwendung behalten.

Das erfindungsgemaésse Verfahren zur Herstellung von
unldslich gemachtem Haptoglobin kann auf verschiedene
Weise ausgefiihrt werden, beispielsweise durch Einbetten
von Haptoglobin in Fibrin nach einem beim UnlGslichma-
chen von Enzymen iiblichen Verfahren oder durch Umset-
zen von Haptoglobin und Fibrin oder Fibrinogen mit einer
bifunktionellen Verbindung (Vernetzungsmittel), die zur Re-
aktion mit diesen Substanzen in der Lage ist und sie anein-
ander binden (vernetzen) kann, und, sofern Fibrinogen ver-
wendet wird, anschliessende Umsetzung des Reaktions-
produkts mit Thrombin zur Umwandlung des Fibrinogen-
rests in einen Fibrinrest.

Fiir den erfindungsgemaiss verwendeten Haptoglobintyp
bestehen keine speziellen Beschrankungen, er hingt vielmehr
vom beabsichtigten Verwendungszweck des Prédparats ab.
Sollen die Haptoglobinpriparate in Vorrichtungen zur Ent-
fernung von Himoglobin in einem extrakorporalen Kreis-
laufsystem verwendet werden, wird zweckmassigerweise in-
jizierbares, gereinigtes Haptoglobin menschlichen Ursprungs
verwendet, das sich auf die vorstehend beschriebene Weise
zur Herstellung von wissrigen Haptoglobinlosungen eignet.

Fibrinogen wird durch Einwirkung von Thrombin zu in
Wasser unldslichem Fibrin umgewandelt. Das erfindungsge-
méss eingesetzte Fibrinogen unterliegt keinen besonderen
Beschrinkungen. Die Wahl des Fibrinogens héngt vom Ver-
wendungszweck des Haptoglobinpréparats ab. Bei der Ver-
wendung des Préiparats in einem extrakorporalen Kreislauf-
system wird Fibrinogen menschlichen Ursprungs bevorzugt.
Derartiges Fibrinogen wird nach iiblichen Verfahren gewon-
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nen, beispielsweise nach Cohn durch Fallung mit kaltem
Athanol, wobei die Fraktion I als entsprechende Fibrinogen-
quelle dient. Haptoglobin, Fibrinogen und Thrombin, die in
der erfindungsgemassen Reaktion verwendet werden, wer-
den vorzugsweise zur Inaktivierung von Hepatitisviren nach
{iblichen Verfahren vorbehandelt, beispielsweise durch Er-
hitzen oder UV-Bestrahlung. Bei Verwendung von
Ausgangsprodukten, die einer derartigen Behandlung unter-
zogen worden sind, erhdlt man Préparate, bei denen keine
Gefahr einer Hepatitisvirus-Infektion besteht.

Als Vernetzungsmittel werden erfindungsgeméss bifunk-
tionelle Verbindungen verwendet, die als unloslichmachen-
de, vernetzende Mittel fiir Enzyme bekannt sind, wie
Glutardialdehyd, Hydrazin, Athylendiamin, Methylendi-
bromid, Bisdiazo-o-dianisidin, Bisdiazobenzidin und Carbo-
diimid (Cyanamid). Besonders bevorzugt werden Glutardi- .
aldehyd und Carbodiimid, da diese Verbindungen eine hohe
Vernetzungswirksamkeit aufweisen und zu Produkten fiih-
ren, deren Hb-Bindungskapazitit in ausreichendem Masse
erhalten bleibt.

Die erfindungsgeméissen Reaktionen unter Beteiligung
von Haptoglobin, Fibrinogen, einer bifunktionellen Verbin-
dung und Thrombin werden zweckmadssig in einem wiss-
rigen Medium durchgefiihrt. Die Reaktionsfolge der Reak-
tionsteilnehmer ist nicht kritisch, sofern eine Verbindung
zwischen Fibrinogen oder Fibrin und Haptoglobin erreicht
wird. Gemiss nachstehenden Reaktionsfolgen gelangt man
zu dhnlichen Ergebnissen:

a) Umsetzen der bifunktionellen Verbindung mit einem
Gemisch aus Fibrinogen und Haptoglobin und anschliessen-
de Umsetzung des Reaktionsgemisches mit Thrombin, um
den Fibrinogenrest in einen Fibrinrest umzuwandeln;

b) Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin unter Einwir-
kung von Thrombin und anschliessend Umsetzung eines Ge-
misches aus dem erhaltenen Fibrin und Haptoglobin mit der
bifunktionellen Verbindung;

¢) Umsetzung von Fibrin mit einem Gemisch aus Hapto-
globin und der bifunktionellen Verbindung oder

d) Umsetzung von Haptoglobin mit einem Gemisch von
Fibrin und der bifunktionellen Verbindung.

Vorzugsweise werden jedoch sdmtliche vier Reaktions-
teilnehmer, d.h. Fibrinogen, Haptoglobin, bifunktionelle
Verbindung und Thrombin, gleichzeitig miteinander umge-
setzt. '

Die funktionellen Gruppen der bifunktionellen Verbin-
dung vereinigen sich mit den funktionellen Gruppen der
Aminosiuren im Fibrin und im Haptoglobin, beispielsweise
mit Aminogruppen, Carboxylgruppen und Phenolgruppen.
Dadurch wird ein unlésliches, gebundenes Fibrin-Hapto-
globin-Produkt gebildet.

Im allgemeinen werden folgende Reaktionsbedingungen
angewendet: Das Gewichtsverhdltnis von Fibrinogen zu
Haptoglobin betrégt 0,5 bis 3,0 : 1; die Menge an zugesetz-
tem Thrombin zur Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin
betrigt 30 bis 100 NIH-Einheiten pro 1 g Fibrinogen; die bi-
funktionelle Verbindung wird vorzugsweise in einer Menge
von 1 bis 50 Millimol pro 1 g Haptoglobin verwendet. Die
Reaktionstemperatur kann 0 bis 40 °C fiir die Gesamtreak-
tion betragen, wobei fiir die Fixierung bzw. Vernetzung eine
Temperatur v on 0 bis 10 °C und insbesondere von 0 bis 5°C
und fiir die Umwandlung des Fibrins eine Temperatur von
20 bis 40 °C und insbesondere von 28 bis 32 °C bevorzugt ist;
der pH-Bereich des Reaktionsgemisches liegt vorzugsweise
in der Néhe des Neutralpunkts, d.h. bei pH-Werten von 6
bis 8; als Reaktionsmedium wird vorzugsweise eine physio-
logische Kochsalzlosung oder ein 0,1-m-Phosphatpuffer ver-
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wendet; die Reaktionszeit betrigt etwa 30 Minuten bis etwa
3 Stunden. In den meisten Fillen geniigt eine Reaktionszeit
von 2 Stunden, um die Reaktion zu Ende zu fiihren.

Das einfache Einbetten von Haptoglobin in Fibrin, das
eine weitere Ausfiihrungsform zur Herstellung des erfin-
dungsgeméssen unloslich gemachten Haptoglobins darstellt,
kann durchgefiihrt werden, indem man Fibrinogen und
Haptoglobin in einem wéssrigen Medium vermischt und das
erhaltene Gemisch mit Thrombin versetzt, um das Fibrino-
gen in Fibrin zu verwandeln. Die Menge der verwendeten
Ausgangsmaterialien und die Reaktionsbedingungen ent-
sprechen dabei etwa den vorgenannten Angaben.

Das auf diese Weise erhaltene unidslich gemachte Hapto-
globinpriparat, insbesondere das durch Vernetzung unlos-
lich gemachte Priparat, ist von grossem praktischem Wert
im Hinblick auf die Menge des fixierten Hp, die Hb-Bin-
dungskapagzitit, die physikalische bzw. mechanische Festig-
keit und die Wiederverwendbarkeit, wie ausden

-Versuchsbeispielen 1 bis 3 hervorgeht. Beim Vergleich der
Ergebnisse dieser Versuchsbeispiele untereinander lisst sich
feststellen, dass die erfindungsgemdss hergestellten Hapto-
globinpriparate im Vergleich zu herkmmlichen Priparaten
etwa die 2- bis 10fache Menge an fixiertem Haptoglobin ent-
halten, eine etwa 2- bis 9fache grossere Hb-Bindungskapazi-
tit und eine 2- bis 6fache hohere physikalische Festigkeit
aufweisen und etwa 3- bis 7mal so viel Hb binden, wenn sie
wiederholt verwendet werden. Die Menge an fixiertem Hp
betrigt etwa 100 bis 600 mg/g, bezogen auf das Trockenge-
wicht, und die Hb-Bindungskapazitit etwa 20 bis 115 mg
Hb/g, bezogen auf das Trockengewicht.

Wenn die erfindungsgeméssen Haptoglobinpriparate ei-
nem extrakorporalen Kreislaufsystem als Filterbett in Form
eines Granulats einverleibt werden, wodurch vermieden wer-
den soll, dass das Préparat durch das strémende Blut weg-
transportiert wird, hat man ein wertvolles Hilfsmittel zur
Prophylaxe und Therapie von himolytischen Nierenstdrun-
gen, die durch kontinuierliche Verwendung des extrakor-
poralen Kreislaufsystems verursacht werden, zur Verfiigung,
Die Mindestkorngrdsse betrigt in diesem Fall etwa 40 Mi-
kron, vorzugsweise 50 bis 150 Mikron. Bei geringeren Korn-
grossen wird Himoglobin wirksamer gebunden.

Das erfindungsgemésse Préparat lisst sich in seiner phy-
sikalischen Festigkeit und der Hb-Bindungskapazitit weiter
verbessern, wenn man die Oberfliche des Fibrinogens da-
durch vergrossert, dass man es in die Form einer auf einen
Hilfstriger aufgebrachten Membran bringt. Als entspre-
chende Hilfstrdger kommen wirmebestindige Fasern in
Form von Fédden, Folien oder Netzen in Frage. Als wir-
mebestindige Fasern konnen natiirliche oder synthetische
Fasern je nach dem beabsichtigten Verwendungszweck des
Haptoglobinpréparats verwendet werden. Beispiele fiir ent-
sprechende Fasern sind Fasern aus Polyolefinen, Acrylnitril-
Polymerisaten, Polyestern, Polyacetaten und Vinylalkohol-
Polymerisaten.

Die auf einen Hilfstriger aufgebrachten unldslich ge-
machten Haptoglobinpriparate werden zweckmissig so her-
gestellt, dass man entweder Fibrinogen, das in Form einer
Membran auf einen Hilfstréiger aufgebracht ist, mit Throm-
bin unldslich macht und anschliessend die unléslich gemach-
te Fibrinmembran, Haptoglobin, die bifunktionelle Verbin-
dung und den Hilfstriger gleichzeitig miteinander umsetzt
oder dass man direkt ein Gemisch aus Fibrinogen, Hapto-
globin, Thrombin und der bifunktionellen Verbindung in
Gegenwart eines Hilfstrigers gleichzeitig miteinander um-
setzt. Die bifunktionelle Verbindung reagiert auch mit den
aktiven Gruppen des Hilfstrégers, so dass sich aktives, un-
16slich gemachtes Haptoglobin mit hoher physikalischer Fe-
stigkeit ergibt.

Da das erfindungsgemisse Haptoglobinpriparat sich mit
in wissrigem Medium freigesetztem Himoglobin verbindet,
ist es nicht nur zur Entfernung von Himoglobin aus einem
extrakorporalen Zirkulationssystem, sondern auch fiir die

s allgemeine Blutanalyse wertvoll. Ferner eignet es sich auch

aufgrund seiner Kombinationsselektivitit zur Durchfithrung
von Plasmafraktionierungen und zur Wiedergewinnung von
Hémoglobin. 7

In den nachstehenden Beispiclen werden die Mengen an -

10 unldslich gemachtem Haptoglobin aus den Mengen an nicht

fixiertem Haptoglobin, das aus den Waschfliissigkeiten nach
der Fixierung des Haptoglobins an Fibrin wiedergewonnen
wird, mit Hilfe der radialen Immundiffusion [vgl. G. Man-
cini, A.O. Carbonara und T.F. Heremans, Immunochem.,

15 Bd. 2 (1965), S. 235] berechnet. Sofern nichts anderes ange-

geben ist, werden die Hb-Bindungskapazititen erhalten, in-
dem man eine Siule mit dem unldslich gemachten Hapto-
globin fiillt, einen Uberschuss an Hamoglobm]osung auf die
Sdule gibt, um das Himoglobin mit dem Haptoglobin zu

20 verbinden, sodann die Menge an restlichem Himoglobin in

der Losung nach dem Cyanmethdmoglobin-Verfahren [vgl.
E.J. Kampen, Clin. Chim. Acta., Bd. 6 (1961), S. 538] be-
stimmt und die Menge an gebundenem Hiimoglobin berech-
net.

25 Die Figuren erliutern eine Vorrichtung, die erfindungs-

gemdss eingesetzt wird, sowie die Ergebnisse von Vergleichs-
versuchen, die mit erfindungsgeméss unldslich gemachtem
Haptoglobin, herkdmmlichem unldslich gemachtem Hapto-
globin und Haptoglobin, das nach dem bekannten Enzym-

s0 Immobilisierungsverfahren unldslich gemacht worden ist,

durchgefiihrt worden sind. Fig. 1 ist eine schematische Dar-
stellung einer Vorrichtung zur Kreislauffithrung von Fliissig-
keit, die zur Messung der physikalischen Stirke des unlos-
lich gemachten Haptoglobins verwendet wird. In Fig. 2 sind

35 die Ergebnisse dieser Messungen wiedergegeben. Entspre-

chende Erklédrungen beziiglich der Vorrichtung und der Un-
tersuchungsergebnisse sind im Versuchsbeispiel 2 enthalten.
Fig. 3 zeigt die Ergebnisse von Regeneratlonsversuchen mit
unléslich gemachtem Haptoglobin. Dieser Versuch ist im

40 Versuchsbeispiel 3 erldutert.

Die Beispiele erldutern die Erﬁndung

) Beispiel 1
1 Liter einer 2,0%igen (Gewicht/Volumen) Losung (pH-

45 Wert 7, 0,1 m Phosphatpuffer) von gereinigtem Fibrinogen

aus menschlichem Plasma wird mit 20 g gereinigtem Hapto-
globin aus menschlichem Plasma und anschliessend mit

200 ml Thrombin mit 10 NIH-Einheiten/ml versetzt. Das
Gemisch wird 2 Stunden bei 30 °C stehengelassen, um fiir

so eine ausreichende Koagulation des Fibrins zu sorgen. Nach

dem Waschen wird die Fibrinmasse lyophilisiert. Man ge-
winnt ein Granulat mit gleichméissigen Teilchen (50 bis

150 w). Das Granulat wird 2mal mit physiologischer Koch-
salzlosung gewaschen. Man erhilt 38 g eines fixierten Hap-

s5 toglobinpréparats. Beim ersten Waschen betriigt der Gehalt

an fixiertem Haptoglobin 390 mg/g, bezogen auf das Trok-
kengewicht. Beim zweiten Waschen betrigt dieser Wert

100 mg/g, bezogen auf das Trockengewicht, und der Wert
fiir die Hb-Bindungskapazitit liegt bei etwa 20 mg Hb/g, be-

60 zogen auf das Trockengewicht.

Beispiel 2
2 Liter einer 2,0%igen (Gewicht/Volumen) Losung (pH-
Wert 7, 0,1 m Phosphatpuffer) von gereinigtem menschli-

65 chem Fibrinogen werden mit 20 g gereinigtem menschlichem

Haptoglobin und anschliessend unter Riihren mit Glutaral-
dehyd bis zu einer Endkonzentration dieser Verbindung von
10 millimolar versetzt. Das Gemisch wird 20 Minuten bei 0



bis 5 °C geriihrt. Nach Zugabe von 200 ml Thrombin mit 10
NIH-Einheiten/ml wird das Gemisch 2 Stunden bei 30 °C
stehengelassen. Die erhaltene Fibrinmasse wird gewaschen
und lyophilisiert. Die erhaltenen Teilchen werden auf eine
einheitliche Korngrosse (50 bis 150 ) ausgesiebt. Nach dem
Waschen und Trocknen erhélt man 52 g eines fixierten
Haptoglobinpraparats. Der Gehalt an fixiertem Hapto-
globin betrdgt etwa 384 mg/g, bezogen auf das Trockenge-
wicht, und die Hb-Bindungskapazitét etwa 115 mg Hb/g, be-
zogen auf das Trockengewicht. Es tritt kein merklicher Un-
terschied im Gehalt an fixiertem Haptoglobin nach dem er-
sten und zweiten Waschen ein.

Beispiel 3

Ein Stiick einfache Nylongaze mit einer lichten Maschen-
weite von etwa 149 p (100 mesh ASTM) der Abmessungen
165 x 200 mm wird an beiden Enden mit einem Draht aus
korrosionsbestidndigem Stah! verschweisst und zu einer Spi-
rale eingerollt. Die spiralenférmige Nylongaze wird in eine
Glassiule mit einem Fassungsvermdgen von 90 ml (28 mm
Innendurchmesser und 145 mm Hohe) gebracht und mit ei-
ner ausreichenden Menge einer Thrombiniésung mit 20
NIH-Einheiten/ml benetzt. Nach dem Entfernen der iiber-
schiissigen Thrombinldsung wird ein Gemisch aus 20 ml ei-
ner 2%igen (Gewicht/Volumen) Losung von gereinigtem
menschlichem Fibrinogen (gelost in physiologischer Koch-
salzlésung), 200 mg gereinigtem menschlichem Haptoglobin
und 5 mMol Glutardialdehyd rasch auf die Sdule gegeben.

Die Temperatur der Fixierungsvorrichtung und der Re-
aktionsfliissigkeit wird wihrend des vorstehend beschriebe-
nen Verfahrens auf 5 °C eingestellt. Nachdem sich die ge-
mischte Losung geniigend iiber die Nylongaze verteilt hat,
wird die iiberschiissige Losung entfernt. Sodann rotiert man
die Sdule 2 Stunden bei 30 °C, um das gebildete Fibrin auf
der Nylongaze abzuscheiden. Anschliessend ldsst man das
Fibrin geniigend schrumpfen, indem man es etwa 15 Stun-
den bei 4 °C stehenldsst. Anschliessend wird es griindlich mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen.

Das auf diese Weise erhaltene fixierte Haptoglobin weist
einen Gehalt an fixiertem Haptoglobin von 180 mg/fixierte
Sdule und eine Hb-Bindungskapazitit von 65 mg/fixierte
Sdule auf.

Beispiel 4
Man verfahrt wie in Beispiel 3, mit der Abdnderung, dass
man anstelle von Glutardialdehyd 10 mMol Carbodiimid
verwendet. Die Ergebnisse unterscheiden sich nicht merklich
von den Ergebnissen von Beispiel 3. Der Gehalt an fixiertem
Haptoglobin betrigt 175 mg/fixierte Sdule und die Hb-Bin-
dungskapazitit 62 mg Hb/fixierte Siule.

Versuchsbeispiel 1

Die gemiiss den Beispielen 1 und 2 erhaltenen fixierten
Haptoglobinpréiparate sowie herkdmmliche Priparate, die
an mit aktivem Ester copolymerisiertem Polyacrylamidgel fi-
xiertes Haptoglobin (PAE-Hp) und an Sepharose (Agarose
der Firma Pharmacia Co., Ltd., Schweden) fixiertes Hapto-
globin (S-Hp) enthalten, werden in bezug auf ihren Gehalt
an fixiertem Hp und ihre Hb-Bindungskapazitit miteinander
verglichen. Das PAE-Hp wird hergestellt, indem man ge-
reinigtes menschliches Haptoglobin mit mit einem aktiven
Ester copolymerisierten Polyacrylamidgel umsetzt [vgl.
Schnaar und Lee, Biochem., Bd. 14 (1975), S. 1535]. Das S-
Hp wird gemiss dem Verfahren von Klein und Mihaesco,
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a.a.0., hergestellt. Als Haptoglobin wird ein gereinigtes hu-
manes Haptoglobinpréparat in einer Menge von 20 g ver-
wendet.

v

Gehalt an Hb-Bindungs-
fixiertem Hp kapazitit
(mg/g, bezogen (mg Hb/g,
auf das Trocken-  bezogen auf das
10 gewicht) Trockengewicht)
unldslich gemachtes
Hp von Beispiel 1
(in Fibrin eingebettet) 100 20
unl6slich gemachtes
Hp von Beispiel 2
(Fibrin-Glutaraldehyd-
Vernetzung) 384 115
S-Hp 76 14
2 PAE-Hp 60 13
Versuchsbeispiel 2

Mit Ausnahme des Praparats von Beispiel 1 werden die

25 in Versuchsbeispiel 1 eingesetzten, unloslich gemachten
Haptoglobinpréparate in bezug auf ihre physikalische Be-
stdndigkeit gegen einen durch den Fliissigkeitsstrom verur-
sachten Zerfall untersucht.

Der Versuch wird jeweils an 30 ml eines unloslich ge-

30 machten Haptoglobinpréparats, das in einen Barrier-Filter
(Johnson & Johnson Co.) von 50 ml Fassungsvermédgen ge-
fiillt ist, durchgefithrt. Der Filter befindet sich in der in
Fig. 1 abgebildeten Kreislaufvorrichtung. Diese Kreislauf-
vorrichtung besteht aus einer Kammer C, die den Barrier-

35 Filter F fiir extrakorporales Blut enthélt, einer mit der Kam-
mer C verbundenen endlosen Leitung L und der in der Lei-
tung L angeordneten Pumpe P. 1 Liter physiologische Koch-
salzlosung wird mittels der Pumpe P in der Leitung L mit ei-
ner Strémungsgeschwindigkeit von 500 m1/0,50 cm3/min im

40 Kreislauf gefithrt. Proben der zirkulierenden Kochsalz-
16sung werden in stiindlichen Abstinden wihrend 5 Stunden
entnommen. Die Anzahl der Teilchen des unléslich gemach-
ten Haptoglobinpriparats, die aufgrund von Zerfall in der
Probe auftreten, werden mit Hilfe eines Himatometers mit

45 einer Vergrosserung von 50 bestimmt. Der Porendurchmes-
ser des Barrier-Filters fiir extrakorporales Blut betrégt 20 bis
40 p, wihrend das unloslich gemachte Haptoglobinpréparat
auf eine Korngrosse von 50 bis 150 p ausgesiebt ist. Der zeit-
liche Verlauf der Anzahl der Haptoglobinteilchen ergibt sich

so aus Fig. 2, wobei die Ordinate die Anzahl der Hp-Teilchen,
die in 1 ml physiologischer Kochsalzlésung auftreten, und
die Abszisse die Zeit der Kreislauffithrung angibt. Aus Fig. 2
ergibt sich, dass die physikalische Festigkeit des geméss
Beispiel 2 erhaltenen unldslich gemachten Haptoglobin-

55 praparats die Festigkeit herkémmlicher Praparate um den
Faktor etwa 2 bis 7 iibertrifft.

Versuchsbeispiel 3

Die Wiederverwendbarkeit der in Versuchsbeispiel 1 ver-
wendeten Haptoglobinpriparate wird untersucht. Dieser
Versuch wird auf folgende Weise durchgefiihrt:

5 ml des unléslich gemachten Haptoglobins werden mit
einer ausreichenden Menge Hamoglobin vereinigt. Das mit
6s Hamoglobin beladene Préparat wird mit 30 m! einer wéss-

rigen 5-m-MgCl,-Losung (pH-Wert etwa 4,3) vermischt, um
die Hp-Hb-Bindung vollstdndig zu spalten. Die Menge des
in der Losung freigesetzten Hb wird bestimmt. Daraus wird

60
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die Hb-Bindungskapazitit des unloslich gemachten Hapto- Die Ergebnisse sind in Fig. 3 wiedergegeben. Die Ordina-
globins berechnet. Das beim Freisetzen von Himoglobinre-  te gibt die restliche Hb-Bindungskapazitit (mg Hb/g, be-
generierte Haptoglobin wird wieder mit einer ausreichenden zogen auf das Trockengewicht) und die Ordinate die Anzahl

Menge Himoglobin vereinigt und anschliessend auf die vor-  der Regenerationen an. Aus Fig. 3 ergibt sich, dass das ge-
stehende Weise behandelt, das Himoglobin freizusetzen. Die s miss Beispiel 2 erhaltene Haptoglobinpriparat nach einer
vorstehend geschilderte Behandlung wird wiederholt. Die 4maligen Regeneration eine etwa 4- bis 8fach grossere Hb-
Anderung der Hb-Bindungskapazitit bei diesen wiederhol- Bindungskapazitdt als herkdmmliche Priiparate aufweist.

ten Behandlungen wird untersucht.
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