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* € Verfahren zur Herstellung von amidierten Iinmunglobulinen.

@, Fiir die intravendse Applikation geeignete amidierte: -
. Immunglobuline werden hergestellt, indem man -

Immunglobuline mit einem molaren Ueberschuss eines
.. primiren Monoamins und einem Carbodiimid oder des- _
. ... .sen Salz.in schwach saurer bis neutraler wissriger-Lésung . .

umsetzt.
Durch die Amidierung wird die unerwunschte Kom-

- plementbmdung durch die Immunglobuline verhindert
““oder zumindest weltgehend vermindert, ohne die Anti-
" kérperwirkung der Immunglobuline zu beeintrichtigen.

Das Verfahren lisst sich auch auf reduzierte Immun-
globulme bei- denen mindestens eine Disulfidbindung
in zwei. Sulﬂ1ydnlb1ndungen ubergefuhrt worden ist,

_anwenden,
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von amidiertem Immun-
globulinen, dadurch gekennzeichnet, dass man Immunglobu-
line mit einem molaren Uberschuss eines priméren Mono-
amins und einem Carbodiimid oder dessen Salz in schwach
saurer bis neutraler wéssriger Losung umsetzt.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man das molare Verhiltnis von Monoamin zu
Immunglobulinen auf mindestens 50:1 und das von Carbo-
diimid zu Immunglobulinen auf mindestens 1:1 einstellt.

3. Verfahren nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man das molare Verhéltnis von Cabodiimid zu
Immunglobulinen auf 5:1 bis 20:1 einstellt.

4. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als primires Monoamin ein aliphatisches
Monoamin mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen je Molekiil, das
als weitere funktionelle Gruppe Hydroxygruppen und/oder
Acetalgruppierungen tragen kann, verwendet.

5. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man als aliphatisches Monoamin Athanol-
amin, Trishydroxymethylaminomethan oder Glukosamin ver-
wendet.

6. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Carbodiimid 1-Athyl-3~(3-dimethyl-
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aminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid oder 1-Cyclohexyl-3- 25

(2-morpholino#thyl)-carbodiimid-metho-p-toluolsulfonat
verwendet.

7. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Umsetzung bei einem pH-Wert von 3
bis 7 durchfiihrt.

8. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 7, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Umsetzung bei einer Tem-
peratur von 5 bis 50° C durchfiihrt.

9. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
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zeichnet, dass man als Immunglobuline Human-Immunglobu- 35

line verwendet.

10. Anwendung des Verfahrens nach Patentanspruch 1
auf Immunglobuline mit mindestens zwei Sulfhydrilgruppen,
welche man erhilt, indem man Disulfidgruppen aufweisende
Immunglobuline mit einem Reduktionsmittel behandelt, wo-
bei mindestens eine Disulfidbindung in zwei Sulfhydridgrup-
pen iibergefiihrt wird.

11. Anwendung nach Patentanspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Behandlung mit dem Reduktionsmittel
bei schwach basischem pH-Wert durchfiihrt.

12. Anwendung nach Patentanspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Behandlung mit dem Reduktionsmittel
bei schwach basischem pH-Wert durchfiihrt, dass man das
Reduktionsmittel in einer Konzentration von 0,01 Mol/l ein-
setzt und dass man das Molverhiltnis von Protein zu Reduk-
tionsmittel auf einen Wert von 2,5 bis 50:1 einstellt.

13. Anwendung nach Patentanspruch 10 oder 12, dadurch
gekennzeichnet, dass man als Reduktionsmittel Dithioerythrit
oder Dithiothreitol verwendet.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
amidierter Immunglobuline. Derart modifiziete Immunglo-
buline eignen sich insbesondere fiir die Verwendung in Arz- ¢

neimitteln fiir die intravendse Applikation.

Durch Fraktionierung aus Serum, insbesondere aus
menschlichem Serum, hergestellte Inmunglobuline haben die
wesentliche Eigenschaft, als Antikdrper gegen korperfremde
Antigene wirksam zu sein.

Immunglobulin-Préiparationen erwiesen sich bislang als
im wesentlichen nur fiir die intramuskuliire Verabreichung
geeignet, Bei intravendser Applikation reagierten die Empfan-
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ger mehr oder weniger ausgeprigt mit anaphylaktoiden Er-
scheinungsformen. :

Es wird angenommen, dass diese Nebenreaktionen auf
der Bindung des Serumkomplements durch das verabreichte
Immunglobulun beruhen. Andererseits ist ein intravendses
Immunglobulin-Préparat erwiinscht, da es im Organismus
rascher zur Wirkung kommt.

Man hat bereits mehrfach versucht, die Immunglobuline
derart zu modifizieren, dass ihre AntikGrperaktivitit erhalten
bleibt, das Mass der Komplementbindung jedoch soweit ver-
ringert wird, dass die modifizierten Immunglobuline fiir
eine intravendse Applikation eingesetzt werden kOnnen. Bei-
spielsweise lassen sich Immunglobulinmolekiile durch enzy-
matischen Abbau dahingehend veréindern, dass die Bindungs-
stellen fiir das Komplement abgespalten werden, der Rest
der Molekiile jedoch noch in der Lage bleibt, Antigene zu
binden. Ein solches Priparat wird mit gutem Erfolg intra-
vends appliziert.

Auch die Umsetzung von Immunglobulinen mit alkylie-
renden und acylierenden Mitteln fithrt zu einem zur intra-
vendsen Anwendung geeigneten Immunglobulin. Die Ver-
minderung der Komplementbindung von Immunglobulinen ist
durch N-Alkylierung und Benzylierung ebenfalls zu erreichen.

Es ist weiter ein Verfahren bekannt, wonach Immunglo-
buline durch Reduktion von intramolekularen Disulfidbin-
dungen teilweise gespalten und die gebildeten Sulfhydrilgrup-
pen anschliessend alkyliert werden. Bei diesem Verfahren
bleibt die urspriingliche Molekiilgrsse erhalten.

Diese Verfahren beruhen im wesentlichen auf der Ver-
inderung der freien Aminogruppen bzw. Disulfidbindungen
der Immunglobulinmolekiile.

Obwohl diese Verfahren zu Produkten mit ziemlich zu-
friedenstellenden Eigenschaften fiihren, verbleiben Probleme,
die in verbesserter Weise geldst werden sollten, insbesondere
weil die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Molekiile
durch die beschriebenen Verfahren wesentlich veridndert
werden.

Es wurde nun gefunden, dass Immunglobuline, bei denen
einige Carboxylgruppen modifiziert wurden, ihr Bindungsver-
halten gegeniiber dem Komplement wesentlich &ndern, ohne
ihre Wirksamkeit als Antikdrper zu verlieren. Derart modifi-
zierte Immunglobuline, die wenig oder nicht nachweisbar
Komplement zu binden vermdgen, sind als Arzneimittel
fiir die intravendse Applikation geeignet.

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur
Herstellung von amidierten Immunglobulinen, das dadurch
gekennzeichnet ist, dass man Immunglobuline mit einem
molaren Uberschuss eines priméren Monoamins und einem
Carbodiimid oder dessen Salz in schwach saurer bis neutraler
wassriger Losung umsetzt.

Als besonders zweckmdssig hat es sich erwiesen, das
molare Verhiltnis von Monoamin zu Immunglobulinen auf
mindestens 50:1 und das von Carbodiimid zu Immunglobu-
linen auf mindestens 1:1 einzustellen.

Als Ausgangsmaterial fiir das erfindungsgemisse Verfah-
ren eignen sich aus Seren, Plasma oder anderen Korperfliis-
sigkeiten oder aus Organextrakten gewonnene Immunglobu-
lin-Fraktionen. Bevorzugt werden beziiglich Immunglobulin
G angereicherte Fraktionen eingesetzt. Eine vorteilhafte Me-
thode zu deren Herstellung ist diejenige nach Levy und Sober
mittels Chromatographie an DEAE-Zellulose. Selbstverstind-
lich konnen auch die reinen Immunglobuline mit Hilfe des
erfindungsgemissen Verfahrens amidiert werden. In der Pra-
xis spielen jedoch die 100%/sigen reinen Immunglobuline we-
gen der zu jhrer Gewinnung notwendigen aufwendigen Rei-
nigungsverfahren zurzeit keine bedeutende Rolle.

Es hat sich gezeigt, dass die Komplementbindung der



Immunglobuline besonders niedrige Werte ergibt, wenn das
Verhiltnis Carbodiimid zu Immunglobulinen 5:1 bis 20:1
betrigt.

Als primire Monoamine eignen sich Verbindungen der
Formel R-NH;, worin R einen Rest bedeutet, der nach be-
kannten Vorstellungen in der Immunologie kein markantes
antigenes Motiv darstellt. Geeignete primire Monoamine sind
beispielsweise Methylamin oder Athylamin. sowie hohere ali-
phatische Amine mit bis zu 10 Kohlenstoffatomen. In den
zur Anwendung gelangenden schwach sauren wissrigen Lo-
sungen liegen diese Amine in der Regel als Ammonium-
kationen vor. Unter den erfindungsgemiss zu verwendenden
primidren Monoaminen sind diejenigen bevorzugt, die noch
weitere funktionelle Gruppen, insbesondere hydrophile Grup-
pen, wie Hydroxygruppen oder Acetalgruppierungen, tragen, is
da derartige Amine, zu denen beispielsweise Athanolamin,
Trishydroxymethylaminomethan und Glukosamin z#hlen, die
Loslichkeit des Umsetzungsproduktes in physiologisch ver-
triiglichen wissrigen Medien giinstig beeinflussen.

Da das Verfahren im wissrigen System unter Bedingun-
gen, unter denen die Antikorperaktivitit des Immunglobulins
nicht geschidigt werden darf, durchgefiihrt werden sollte,
ist es zweckmissig, die Umsetzung in an sich bekannter Weise
in Gegenwart eines Carbodiimids als Aktivator auszufiihren,
Als Carbodiimide eignen sich hier alle Vertreter dieser Ver-
bindungsklasse, die in der Lage sind, bei der Bildung von
Peptidbindungen aktivierend zu wirken. Beispiele fiir solche
Carbodiimide sind das 1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid-Hydrochlorid (EDC) oder das 1-Cyclohexyl-3-
(2-morpholinoéthyl)-carbodiimid-Metho-p-toluolsulfonat
(CMC). Ebenso wie die primidren Monoamine werden auch
die Carbodiimide in den zur Anwendung kommenden
schwach-sauren wissrigen Losungen allgemein als Salze
vorliegen. In der Regel werden die Carbodiimide ohnehin als
Salze zum Einsatz gebracht, weil sie in dieser Form bestén-
diger und leichter zu handhaben sind. Prinzipiell kénnen aber
auch die freien Carbodiimide zur Anwendung kommen, die
dann beim AuflSsen in der wissrigen Losung in die Salzform
iibergehen.

Die Komplementbindung kann nach der Methode von
A. Nowotny, Basic Exercises in Immunochemistry 1969,

S. 160 ff. getestet werden.

Das erfindungsgemisse Verfahren kann auch mit Erfolg
auf Immunglobuline mit mindestens zwei Sulfhydrilgruppen
angewendet werden, welche man erhilt, indem Disulfid-
gruppen aufweisende Immunglobuline mit einem Reduktions-
mittel behandelt, wobei mindestens eine Disulfidbindung in
zwei Sulfhydrilgruppen iibergefiihrt wird.

Die ausgehend von diesen derart reduzierten Immun-
globulinen hergestellten amidierten Immunglobuline zeichnen
sich durch die gleichen vorteilhaften Eigenschaften aus.

Fiir die Reduktion von Disulfidbindungen kann beispiels-
weise Dithiothreitol oder Dithioerythrit besonders vorteilhaft
verwendet werden. Die Disulfidbindungen kénnen aber auch
nach einem bekannten Verfahren mit Reduktionsmitteln, wie
2-Mercaptodthanol oder Mercapto#thylamin, unter Einsatz
hoher Konzentrationen des Reduktionsmittels reduziert wer-
den.

Auch die von Cleland beschriebenen Reduktionsmittel
der folgenden Formeln
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konnen fiir die Reduktion der Immunglobuline eingesetzt
werden.

Amidierte Immunglobuline mit einer hinreichenden Ver-
ringerung der Komplementbindung kénnen intravends appli-

5 ziert werden. Sie lassen sich mit physiologisch vertriglichen

Losungsmitteln zu entsprechenden Zubereitungen verarbeiten.
Amidierte Immunglobuline enthaltende Arzneimittel kénnen
in fliissiger oder gefriergetrockneter Form zur Verfiigung
gestellt werden.

Die Erfindung soll an nachstehend angefiihrten Beispielen
niher erldutert werden.

Beispiel 1

Herstellung des Ausgangsmaterials

22,1 Liter Humanserum, gewonnen aus spontan geronne-
nem Blut, werden zur Umsalzung iiber eine mit 0,0175 M
Natriumphosphat pH 6,3 #quilibrierte Sidule, gefiillt mit
Sephadex G-25% «medium» (eingetragenes Warenzeichen
der Firma Pharmacia fiir quervernetztes Dextran) geleitet.
Mit einem Durchflussphotometer wird im S#uleneluat die
Absorption bei 280 nm gemessen. Der erste, von den Serum-
proteinen gebildete Gipfel wird getrennt von den nach-
folgenden niedermolekularen Anteilen aufgefangen und iiber
eine mit dem oben genannten Phosphatpuffer gespiilte Siule

" aus 15 kg DEAE-Zellulose mit 1 Moliquivalent/g Austau-

scherkapazitit geleitet. Die Siule wird mit 1,5 Siulenvo-
lumen Puffer nachgespiilt. Die im Durchfluss der Sdule be-
findlichen Immunglobuline werden durch Zugabe von festem
Ammonsulfat bis zu einer Konzentration von 2,2 M ausge-
fillt. Der grosste Teil der iiberstehenden Fliissigkeit wird
nach 24stiindigem Stehen abgehebert, der Rest durch Zentri-
fugieren bei 5200 g entfernt. Der Zentrifugen-Riickstand wird
durch Dialyse gegen 0,1 M NaCl-Losung von Ammonsulfat
befreit. Das Volumen der dialysierten Immunglobulinlsung
wird mit NaCl-Losung auf 2000 ml aufgefiillt. Sie enthilt
insgesamt 155 g Protein.

Amidierung des Immunglobulins

1000 ml der nach dem oben beschriebenen Vogehen er-
haltenen Immunglobulinlésung werden 24 Stunden unter
Riihren gegen 1000 ml 1 M Tris-Hydroxymethyl-amino-
methan-(«Tris»)-HCl-Puffer pH 5,4 dialysiert, in ein Glas-
gefiss iibergefiihrt und unter Riihren mit 0,96 g 1-Athyl-3-
(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimid - HCl versetzt. Der An-
satz wird zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.

Das mit Tris-Hydroxymethyl-aminomethan amidierte
Immunglobulin wird danach iiber eipe 8 Liter Sephadex
G-25® enthaltende Siule geleitet, die vorher mit einer Lo-
sung gespiilt worden ist, die 0,15 M NaCl und 0,3 M Glycin
sowie einen pH-Wert von 7,3 hatte. Die optische Dichte des
Siuleneluates wird bei 280 nm mit einem Durchflussphoto-
meter gemessen. Der das amidierte Immunglobulin enthal-
tende Teil des Eluates wird vereinigt und mit einem Ultra-
filter bis zu einem Proteingehalt von 5 9/, konzentriert.

Die folgende Tabelle zeigt eine Gegeniiberstellung Aus-

gangs-Immunglobulin zu amidiertes Immunglobulin in bezug
auf Komplementbindung und Antikdrper-Aktivitit:
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-Tabellel = - : : o - Tabelle 2
 Antikdrper-Spezifitit - — — -

Komplement-Roteln- Diphtherie  Tetanus 7 Antikrper-Spezifitdt -
bindung?!  Titer = = IE/ml IE/ml o Komplement- Rételn Diphtherie = Tetanus
— o 5 3 bindung - Titer  IE/ml IE/ml

Ausgangs- oo - - — - - - -
Immun- - L e T . - Ausgangs- o S
globulin -~ 229/ .  1:1024. >0;5 <10 >1 <2  Immun-. o :
Amidiertes L globulin 22 9 1:1024 »0,5 <1,0 >1 <2

Immun- - - - e eiTa L . 10 Amidiertes :

globulin 0o 1:1024 »05 <10 ->1 <2 JImmun- - : o
globulin - 1,59 - 1:1024 20,5 <1,0 >1- <2

1 Die Auswertung der Komplementbindung erfolgte nach No-
gioltg(s)f%fA Basic Exercxses in Immunochemlstry, 1969, Beispiel 3
‘ - Reduktion und Amidierung der Immunglobuline
- Beispiel 2 o o . Die in Beispiel 1 und 2 beschriebene "Amidierung- der
) o Immunglobuline ldsst sich in gleicher Weise mit reduzierten
1000 ml Immunglobuhnlosung, gewonnen nach Beispiel'l, Immunglobulinen vornehmen. Die Reduktion wird wie folgt
mit 75,5 g Protein werden mit 890 ' ml einer 52,5 g Glukos- . 2 vorgenommen:
amin - HCI enthaltenden Losung versetzt und der pH-Wert Eine Losung von 3,3 g Immunglobulin in 330 ml 0,15 M
mit 2 M NaOH auf 6,0 eingestellt. Unter Rithren werden der ~ NaCl-Losung wird mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Losung 2,06 g 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-gthyl)-carbo-  (Tris) auf pH 8,2 eingestelit. Der Immunglobulinldsung wer-
diimid Metho-p-toluolsulfonat zugesetzt und, der Ansatz den 15,3 mg Dithioerythrit (DTE) geldst in 2 ml Wasser zu-
1 Stunde weiter geriihrt. Die Reaktionstemperatur betrigt .~ 25 gesetzt. Nach 60 Minuten wird der Immunglobulinldsung
25° C. Die Uberfithrung des amidierten Immunglobulins in =~ 20 ml einer 5 g Tris enthaltenden Tris-HCl-Losung vom pH -
eine 0,15 M NaCl und 0,3 M Glycin enthaltende Ldsung ¥on 1,0 unter Ruhren zugesetzt. Der pH-Wert der Mischung wird
pH 7,3, erfolgt in der in Beispiel 1 beschriebenen Weise, je- mit HC auf 5,0 eingestellt und wie in Beispiel 1 beschrieben
doch mit einer 10 Liter. Sephadex ‘G-25® enthaltenden Saule nach Zugabe von 82,2 mg N-Athyl-N'-(3- dlmethylammo-
Auch die Konzentrierung auf 5 9/o Protein erfolgt wie in- Bel- 3 propyl)-carbodiimid - HCI amidiert.

spiel 1. Die Ergebnisse der Auswertung des nach Béispiel 2 Die Redukéion der Immunglobuline kann statt mit Di-
erhaltenen amidierten Immunglobulins sind denen des Aus- thioerythrit mit Dithiothreitol (DTT) bei g1e1chen Versuchs-
gangs-ImmungIobuhns in Tabelle 2 gegenubergeste]lt ) bedmgungen vorgenommen werden.
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