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69 Verfahren zur Erhghung der Intravendsvertriiglichkeit von Gammaglobulinen.

@ Ein aus korpervertriglichen und unvertriglichen

Anteilen bestehender Niederschlag von aus Blut
und Blutprodukten ausgefillten Gammaglobulinen wird
chemisch aufgetrennt. Der gesamte Niederschlag wird
hierfiir in einer wissrigen Losung, in der sich makromo-
lekulare, zur Verbindung mit den unvertriglichen An-
teilen befihigte Substanzen befinden, aufgenommen
bzw. in dieser geldst. Die erhaltene wissrige, Gammaglo-
bulin enthaltende Losung wird dann zusdtzlich mit
einer Aufschlimmung von ein Kationenaustauschverma-
gen besitzenden, glimmerartigen Schichtsilicaten versetzt.
Nach Verstreichen einer ausreichenden Reaktionsdauer,
um die unvertriglichen Globulinanteile durch Kationen-
austausch in den Schichten des Schichtsilicates zu bin-
den, wird ein Féllungsmedium zugesetzt, um den auszu-
scheidenden Gammaglobulin-Anteil, zusammen mit den
Schichtsilicaten zu entfernen. Geeignete Schichtsilicate
sind beispielsweise Bentonit, Batavit, Vermiculit und ein
geeignetes Fillungsmedium ist beispielsweise Poly-
dthylenglykol.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur chemischen Trennung eines aus kérper-
vertraglichen und unvertriiglichen Anteilen bestehenden
Niederschlages von aus Blut und Blutprodukten ausgefallten
Gammaglobulinen, zwecks Erhohung der Intravendsver-
triglichkeit derselben, dadurch gekennzeichnet, dass der ge-
samte Niederschlag in einer wissrigen Losung, in der sich
makromolekulare Substanzen befinden, die beféhigt sind,
sich mit den unvertriglichen Anteilen zu verbinden, aufge-
nommen bzw. geldst wird, dass die wissrige, Gammaglobu-
lin enthaltende Losung zusdtzlich mit einer Aufschldmmung
von ein Kationenaustauschvermdgen besitzenden, glim-
merartigen Schichtsilicaten in einer Konzentration im Be-
reich von 0,2 bis 10 Gew.-% versetzt wird, und dass nach
Verstreichen einer Reaktionsdauer, die ausreicht, um die un-
vertriglichen Gammaglobulinanteile durch Kationenaus-
tausch in den Schichten des Schichtsilicates zu binden, und
Hinzufiigen eines Féllungsmediums der auszuscheidende
Gammaglobulin-Anteil, zusammen mit den Schichtsilicaten
entfernt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erhéhung der
IntravenOsvertriglichkeit von aus Blut oder Blutprodukten
ausgefillten Gammaglobulinen, in dessen Verlauf der
Gammaglobulin-Niederschlag in einer wissrigen Losung er-
neut gelost wird, in der makromolekulare, die Globulin-Mo-
lekiile gegeneinander abschirmende und sie aus der Lésung
verdringende Substanzen, vorzugsweise Hydroxylathyl-
starke, vorliegen, wie in der BE-PS 837 211 beschrieben.

Bei dem Verfahren der BE-PS 837 211 wird der Anteil an
unerwiinschten Gammaglobulinen dadurch entfernt, dass
diese in einer wissrigen Losung von insbesondere Hydroxyl-
dthylstirke in einer Konzentration von 8-10% erneut aufge-
nommen werden. Nach Zugabe von Polyithylenglykol wird
das Gemisch zentrifugiert. Der sich absetzende Niederschlag

dass man als makromolekulare Substanz Hydroxyithyl-
stirke verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass als Schichtsilicat Bentonit mit der Hauptkomponente

s Montmorillonit verwendet wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass als Schichtsilicat die Mineralien Batavit oder Vermiculit
verwendet werden.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch

10 gekennzeichnet, dass 0,2 bis 5 Gew.-% Silicate beigefiigt
werden.
6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass die Reaktion bei einer Temperatur von
+4 bis 20°C stattfindet.
15 7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Reaktion mit den Schichtsilicaten bei einem pH-
Wert der Losung von 4,0 bis 7,6 stattfindet.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Reaktionsdauer 3-10 Stunden betrigt.

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Féllungsmittel Polyéthylenglykol verwendet.
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enthélt den unerwiinschten Gammaglobulin-Anteil, wih-
rend der erwiinschte Anteil in einer weiteren Zentrifugier-
stufe bei pH 7,2 und 20% PAG gewonnen wird.

Wenn auch das gemdss dem dort beschriebenen Verfah-
ren gewonnene Gammaglobulin allen Anforderungen der
medizinischen Praxis gerecht wird, so hat es sich doch als
giinstig erwiesen, die Ausbeute zu erhohen und eine noch ho-
35 here Qualitidt und Reinheit des gewlinschten Gamma-
globulins zu gewéhrleisten.

Diese Aufgaben werden durch das erfindungsgemdsse,
im Patentanspruch 1 definierte Verfahren geldst.

Unter «glimmerartigen Schichtsilikaten», werden Silika-
te verstanden, deren Zusammensetzung folgende Grenzfor-
meln wiedergeben:
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a) Mefy {(AIP¥,Cr3* Fe** ,Fe?* Mg?*,Zn2" Ni**) §(OH),(Sis , ALO) o}~

und

b) Me?? {(A**,Cr3Fes* Fe* Mg?*,Zn?* Ni2*Li*)&* (OH), (81,0,

xo-n

Die Kationen Me™ kdnnen gegen andere, auch organi-
sche Kationen zeolithisch ausgetauscht werden. Als Quel-
lungsfliissigkeit Y lassen sich beliebige Molekeln mit Aus-
nahme von geséttigten Kohlenwasserstoffen einfiihren. Die
Menge der Quellungsfliissigkeit kann in weiten Grenzen ge-
dndert werden. Da auch die Menge x der einwertigen Ka-
tionen pro (Si, Al),O,,-Baueinheit, d.h. die Schichtladung,
variiert, ergibt sich eine ausserordentliche Mannigfaltigkeit.

Die intensive Forschung hat sich insbesondere des Mont-
morillonits angenommen (vergleiche hierzu Bibliographie in
«Organische Derivate der glimmerartigen Schichtsilikate»
von WEISS; angewandte Chemie 1963; S. 113f1.). Mont-
morillonit besteht aus zweidimensional unendlichen Makro-
Anionen, welche iiber die dazwischenliegenden Kationen
elektrostatisch vernetzt sind. Die Energie zur Quellung, d.h.
zur Vergrosserung des Schichtabstandes unter Entfernung
der positiven und negativen Ladungen voneinander, liefert
die Hydratation oder Solvatation der Kationen und der
Anionenschichten. Da die Solvatationsenergie im allge-
meinen wesentlich kleiner ist als die Hydratationsenergie,
konnen nur Molekelarten mit hohen Dielektrizitdtskonstan-

ten oder mit der Befdhigung zur Bildung von Wasserstoff-
briicken eingelagert werden.

so  Auch Aminosduren, Peptide und Proteine konnen in
glimmerartige Schichtsilicate eingelagert werden. Proteine
werden bei niedrigem pH-Wert nahezu quantitativ einge-
tauscht. Mit steigendem pH-Wert sinkt die Zahl der kationi-
schen Positionen in den Proteinen und der Austausch wird

ss unvollstdndig.

Albumine, Globuline und Prolamine werden ebenfalls
gebunden. Mit Serumglobulinen scheint die Reaktion vom
Rande der Silicatkristalle aus nur etwa 20 bis 30 1071° m ins
Innere fortzuschreiten. Albumine werden zwischen den Sili-

60 catschichten gespreitet. Der Schichtabstand von 14,5 bis 15,0
1071% m zeigt, dass fiir das gespreitete Protein eine Schicht-
dicke von maximal 5,5 bis 6 10~1° m zu Verfiigung steht.

Da sich in der aufgenommenen Gammaglobulin-Menge
sowohl unbeschidigte als auch beschidigte Molekiile befin-

65 den, muss es das Bestreben sein, die beschddigten moglichst
in irgendeiner Weise zu binden und damit von den physiolo-
gisch einwandfreien Molekiilen chemisch unterscheidbar zu
machen. Die beschddigten Molekiile sind in der Lage, Was-



serstoffbriickenbindungen zu bilden. Sie werden daher ver-
stirkt innerhalb der Silicat-Schichten eingelagert und gebun-
den, wihrend die unbeschidigten Gammaglobulin-Molekiile
in der Lsung verbleiben. Gebunden in den Schichten des
Schichtsilicates lassen sich anschliessend die beschédigten 5
Gammaglobulin-Molekiile leicht, z. B. durch Zentrifugieren,
entfernen.

Das im Sinne der Erfindung erwiinschte Kationenaus-
tauschvermogen zeigen nach Hofmann [Z. Kristallogr.(A)
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98 (1973) 31; Chemie 55 (1942) 283] auch Kaolin und diesem
verwandte Stoffe (z.B. Halloysit, Al,0;-25i0,-4H,0) und
gewisse glimmerartige Mineralien die hinsichtlich ihres Git-
teraufbaus verwandt sind.

Hierunter zdhlen auch Vermiculit und das diesem ver-
wandte Batavit (= eisenfreies Vermiculit). Die Strukturfor-
mel des Batavits ergibt sich nach WEISS und HOFMANN
(Z. Naturf. 6b, 405) wie folgt:

{Mgp,64Aly 33) | (OH), 94| Sip 99Al; 01010 |1 -+ Mgg 53 +2,34H,0.

Es wurde gefunden, dass dieses Material wie der Mont-
morillonit innerkristallines Quellvermdgen und hohes Ka-
tionenaustauschvermdgen besitzt. Die Untersuchungen (a.
a.0.) zeigten, dass Batavit bis zu 5 Gew.-% Humanalbumin
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aufnimmt, wobei das Eiweiss zwischen die Silicatschichten
eingelagert wurde. Auch Vermiculit, angendherte Struktur-
formel

~{(Mgs,Al,,Fes",Fe,M)(OH),[Si3 35A1y 50 101}** +0,65M

zeigt die erwiinschten Eigenschaften beziiglich der Schich- 20
tenbildung und Quellfdhigkeit. Vermiculit entspricht einem
trioktaedrischen Montmorillonit, doch sind seine Kristalle
viel grosser und das Gitter ist regelmissiger ausgebildet.

Zusammengefasst kann demnach gefolgert werden, dass
sich fiir das Reinigungsverfahren Minerale eignen, die eine
Schichtstruktur zeigen, die Kationen zwischen den Silicat-
schichten aufweist und zur Quellung neigen. Nach der ex-
perimentellen Erfahrung werden durch derartige Mineralien
die defekten Gammaglobulin-Molekiile gehalten — offenbar
aufgrund ihrer starken Kationen-Aktivierung — und die un-
beschéidigten nicht gebunden. Hierbei ist erforderlich, be-
stimmte Grenzen der Konzentration und des pH-Wertes ein-
zuhalten.

Erfindungsgemiss werden insbesondere die Mineralien
Montmorillonit, Batavit oder Vermiculit verwendet. Je nach
der geldsten Menge vom Gammaglobulin bei der Wiederauf-
16sung werden im allgemeinen 0,2 bis 5 Gew.-% Silicate bei-
gefiigt. Nach experimenteller Erfahrung findet die Reaktion
im Rahmen einer Temperatur von 4 bis 20 °C statt und es
wird zweckmissig bei einem pH-Wert zwischen 4,0 und 7,6
gearbeitet. Die Reaktionsdauer sollte zwischen 3 und 10
Stunden betragen. Hierbei wird vorzugsweise iiber Nacht ge-
arbeitet, da die Reaktion relativ langsam verlduft und ein
langerer Zeitraum die Ergebnisse verbessert. Das Austragen
der Silicate wird vorzugsweise durch Zentrifugieren vorge-
nommen. Es kénnen jedoch auch andere, aus der allge-
meinen Verfahrenstechnik bekannte Methoden verwendet
werden, beispielsweise eine Schwemmfiltrierung.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung:
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Beispiel 1
a) Abtrennen des Gammaglobulins
Es wird ausgegangen von einem gesammelten Plasma,
das mit 8% Athanol versetzt wird und bei einem pH-Wert
von 7,2 bei minus 3 °C ausgefallt wurde. Hierbei wird die
Fraktion I ausgeschieden. Die aufstehende Fliissigkeit wird
anschliess'end bei minus 5 °C und einem pH-Wert von 5,8
mit 19% Athanol versetzt. Hierbei wird die Fraktion II-III
ausgeschieden, die aus Gammaglobulinen besteht. Der Nie-
derschlag wird wieder aufgelost und bei pH 5 und 8% Atha-
nol erneut gefillt. Der verbleibende Uberstand wird dann
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mit 25% Athanol bei pH 7,2 erneut gefillt. Der hierbei ent-
stehende Niederschlag (= Frakion IT) besteht aus minde-
stens 90% Gammaglobulin.
b) Herabsetzung der antikomplementéren Wirksamkeit:
Der Gammaglobulin-Niederschlag wird in einer gepuf-
ferten, wiissrigen Losung mit einem pH-Wert 7,0 in einer
Konzentration von etwa 6% aufgenommen, wobei der wiss-
rigen Losung etwa 10% HAS beigefiigt sind. Der Lésung
wird weiterhin eine wissrige Aufschlemmung von Bentonit
SF (Hauptkomponente: Montmorillonit; Kornung kleiner
als 80 p Hersteller: SERVA Feinbiochemika, Heidelberg)
beigefiigt. Die Lsung enthilt anschliessend 2,5 Gew.-%
Bentonit und wird gut geriihrt. Anschliessend wird die L6-
sung 6 Stunden bei einer Temperatur von 15°C £ 2°C ste-
hengelassen. Dann wird das Bentonit zusammen mit den un-
erwiinschten Bestandteilen nach Zugabe von 10% Polyithy-
lenglykol durch Zentrifugieren entfernt.

Beispiel 2

Der Schritt a) ist gleich demjenigen des Beispieles 1.
Schritt b) wird wie folgt abgewandelt:

Der Gammaglobulin-Niederschlag wird in einer gepuf-
ferten, wiissrigen Lésung mit einem pH von 7,4 in einer
Konzentration von etwa 4 Gew.-% aufgenommen, wobei
der wissrigen Losung etwa 8% HAS beigefiigt sind. Der Lo-
sung wird weiterhin eine wissrige Aufschlemmung von fein-
vermahlenem (Teilchengrosse kleiner 80 p) Vermiculit bis zu
einem Anteil von 5 Gew.-% beigefiigt. Das ganze wird krif-
t1g verrithrt. Anschliessend wird die Losung 8 Stunden bei
einer Temperatur von 15°C + 2°C stehengelassen. Der L6~
sung wird danach etwa 10 Gew.-% HAS zugegeben. An-
schliessend wird das Vermiculit zusammen mit den uner-
wiinschten Bestandteilen durch Zentrifugieren entfernt.

Aus Berechnungen und Messungen an Immun-
Elektrophorese-Diagrammen geht hervor, dass die Ausbeute
an reinem Gammaglobulin erhoht wird, wenn das erfin-
dungsgemaisse Verfahren angewandt wird. Das gewonnene
Gammaglobulin ist nicht modifiziert oder chemisch verén-
dert. Es ist absolut intravends vertriglich und hat praktisch
keine antikomplementiren Eigenschaften. Dariiber hinaus
zeigt es eine hohe Stabilitdt, wie durch Lagerversuche nach-
gewiesen werden konnte.
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