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Verfahren zur Herstellung von natiirlichem Immunoadsorbens.

@ Es wird ein natiirliches Inmunoadsorbens hergestellt,

indem die Membranen von humanen oder tierischen
Erythrozyten, Leukozyten und/oder Thrombozyten iso-
liert und anschliessend getrocknet werden. Das pulverfor-
mige, gegebenenfalls standardisierte immunoadsorbens
kann zur Antikorperdifferenzierung, Herstellung von
monospezifischen Antiseren, Entfernung von Antikorpern
aus Patientenseren, Plasmafiltration und zur Herstellung
von isoagglutininfreien Plasmapriparaten verwendet wer-
den.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von Immunoadsorbens,
dadurch gekennzeichnet, dass humane oder tierische Ery-
throzyten-, Leukozyten- und/oder Thrombozyten-Mem-

branen isoliert und diese zu einem Pulver getrocknet werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Erythrozyten-, Leukozyten- und/oder Thrombo-
zyten-Membranen durch folgende Schritte isoliert werden:

a) Abtrennen der Zellbestandteile aus einer ACD- oder
CPDA-Blutkonserve durch Zentrifugation,

b) Zugabe von gegebenenfalls leicht mit HC1 ange-
sduertem Wasser zum erhaltenen gewaschenen Sediment
und Aufschlimmung desselben,

c) Einfrierung und anschliessende Auftauung des erhal-
tenen Sedimentes, und

d) Abtrennen des Himoglobins und der iibrigen Inhalts-
stoffe der Zellbestandteile durch Zentrifugation und
Waschen der isolierten Zellmembranen.

3. Verfahren nach Anspruch | oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die isolierten Zelimembranen zu einem Pulver
getrocknet werden, indem sie vorerst mit Aceton behandelt
werden und anschliessend wihrend mehrerer Tage in einem
Exsikkator getrocknet werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die isolierten Zellmebranen zu einem Pulver
getrocknet werden, indem sie vorerst mit einem Gemisch,
das Aceton und Ether zu gleichen Volumenteilen enthilt,
behandelt werden und arischliessend wihrend mehreren
Tagen in einem Exsikkator getrocknet werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die isolierten Zellmembranen durch Abdestil-
lieren der Fliissigkeit unter vermindertem Druck bei einer
Temperatur von etwa 37°C in ein trockenes Pulver iiberge-
fiihrt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die isolierten Zellen durch Lyophilisation
getrocknet und in die pulverformige Form iibergefiihrt
werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch
gekennzeichnet, dass das Immunoadsorbens standardisiert
wird, indem die Adsorptionskapazitit des Pulvers bestimmt
wird.

8. Adsorptionssdulen zur Entfernung von Antikérpern,
die gegen spezifische Antigene von Erythrozyten, Leuko-
zyten oder Thrombozyten gerichtet sind, aus Patientenseren,
dadurch gekennzeichnet, dass die Sdule mit einem Immuno-
adsorbens, hergestellt nach dem Verfahren geméss Anspruch
1, gefiilit ist.

9. Verfahren zur Herstellung von Seren, die frei sind von
Antikdrpern, die gegen spezifische Antigene von Erythro-
zyten, Leukozyten oder Thrombozyten gerichtet sind,
dadurch gekennzeichnet, dass das Serum zur Adsorption der
Antikorper mit einem Immunoadsorbens, hergestellt nach
dem Verfahren geméss Anspruch 1, voriibergehend in Kon-
takt gebracht wird. :

Die Erfindung betrifft die Herstellung eines natiirlichen
Immunoadsorbens, das aus den Membranen von mensch-
lichen oder tierischen Erythrozyten, Leukozyten und/oder
Thrombozyten gewonnen wird. Das Erythrozytenstroma
bzw. die Leukozyten- und Thrombozyten-Membranen in
getrocknetem Zustand, ndmlich in Pulverform, konnen zur
Differenzialdiagnose unbekannter Antikérper im Blut ver-
wendet werden. Mit diesem Adsorbens kdnnen auch mono-
spezifische Antiseren durch Adsorptionsverfahren herge-

stellt werden. Die Erfindung betrifft ebenfalls Adsorptions-
séulen, die das genannte Immunoadsorbens enthalten, und
zur Entfernung von Antikdrpern, die gegen spezifische Anti-
gene von Erythrozyten, Leukozyten oder Thrombozyten

5 gerichtet sind, verwendet werden kénnen.

Verfahren zur Isolierung von Antikérpern mit Hilfe von
Immunoadsorbensien, die auf dem Prinzip basieren, dass die
Antikorper auf einer festen Antigenoberfliche adsorbiert
werden und nach der Adsorption eluiert werden kdnnen,

10 sind schon seit lingerer Zeit bekannt. Die entsprechende
klassische Arbeit von Campbell et al erschien bereits im
Jahre 1951 in «Proc. Natl. Acad., U.S. 37, 575». Nach chemi-
schen Bindungsverfahren in verschiedenen Substanzen, wie
beispielsweise Cellulose, kdnnen die Antigene identifiziert

15 werden. Es sind bis heute mehrere Typen von kiinstlichen
Immunoadsorbentien bekannt.

Die Membranen der Zellbestandteile des Blutes, d.h. der
Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, sowie wahr-
scheinlich auch andere Gewebe (Spermatozoen, Enthothel-

20 zellen usw.) sind Tréger von spezifischen Antigenen, den
sogenannten Blutgruppen- und Gewebeantigenen. Somit
stellen die Membranen dieser Zellen natiirliche Immunoad-
sorbensien fiir Antikdrper dar.

Diese Anwendungsmdéglichkeit der Erythrozytenmem-

25 branen in Form des sogenannten Stroma ist in der Immunhi-
motologie schon seit langer Zeit bekannt. Landsteiner und
Miller (J. exp. Med. 42, 853-862, 1925) haben erstmals Ery-
throzyten als Immunoadsorbensoberfliche angewendet, um
Rh-Antikérper durch ein Adsorptions-Elutions-Verfahren zu

30 differenzieren. Seit dieser Zeit sind zahlreiche Verfahren
iiber die Differenzierung von Blutgruppen-Antikdrpern mit
Hilfe von Adsorption mit Erythrozytenstroma bekannt
geworden.

Es ist ebenfalls bekannt, Blutgruppen-Antikérper durch

35 Adsorptionsverfahren mit synthetisierten Antigenen herzu-
stellen. (1, 2) Uber die Entfernung von Rh-Antikérpern mit
Hilfe von Erythrozytenstroma durch chromatographische
Verfahren ist wenig bekannt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Immunoad-

40 sorbens bereitzustellen, welches frei von den Nachteilen der
obengenannten Verfahren ist und welches fiir eine vielfaltige
und breite Anwendungsmoglichkeit geeignet ist. Die bisher
eingesetzten Erythrozytenstroma sind nicht standardisiert,
d.h. ihre Adsorptionskapazitit ist nicht bekannt. Ein standar-

45 disiertes Erythrozytenstroma kann jedoch wie folgt ver-
wendet werden:

1) Zur Differenzialdiagnose und zur quantitativen
Bestimmung von erythrozyteren Antikérpern,

2) zur Behandlung von Patienten mit erythrozyteren Anti-

50 kdrpern, indem man dem Patientenserum die genannten
Antikorper durch ein Affinitidtsverfahren mit vorbereiteten
Séulen entfernt (klinische Anwendung), und

3) zur Herstellung von monospezifischen Antiseren.

Diese Anwendungsmoglichkeiten gelten ebenfalls fiir Leu-

55 kozyten und Thrombozyten.

Die vorliegende Erfindung umfasst somit das im Anspruch
1 beschriebene Verfahren zur Herstellung von Immunoad-
sorbens, die im Anspruch 8 definierte Adsorptionssiule, ent-
haltend das geméss dem Verfahren nach Anspruch 1 erhal-

60 tene Immunoadsorbens und das im Anspruch 9 beschriebene
Verfahren zur Herstellung von Seren, die frei sind von Anti-
kdrpern, die gegen spezifische Antigene von Erythrozyten,
Leukozyten oder Thrombozyten gerichtet sind.

Das erfindungsgeméisse Immunoadsorbens hat den Vor-

65 teil, dass es nicht nur einmal verwendbar ist. Es kann durch
Elution, Spiilen und gegebenenfalls Sterilisieren zur weiteren
Verwendung regeneriert werden. Es ist selbstverstindlich,
dass die Adsorbentien und die Adsorptionssiulen fiir die kli-



nische Anwendung in sterilem und pyrogenfreiem Zustand
sein miissen.

Beispiel

a) Verfahren zur Herstellung eines standardisierten
Adsorptionsmaterials

500 ml konserviertes ACD- oder CPDA-Blut werden 30
min bei 2500 Umdrehungen/min zentrifugiert (CPDA =
Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin). Der Uberstand wird
abgepresst und mit isotoner NaCl-Losung gewaschen und
anschliessend nochmals 30 min bei 2500 Umdrehungen/min
zentrifugiert, wobei dieser Waschvorgang dreimal wiederholt
wird. In das Sediment der letzten Zentrifugation wird 200 ml
destilliertes Wasser (eventuell 200 mi destilliertes Waser +
1 m1 25% HCI) gegeben und aufgeschliimmt. Die Aufschldm-
mung wird bei -18°C eingefroren und anschliessend aufge-
taut und 30 min bei 2500 Umdrehungen/min zentrifugiert.
Das Sediment wird mit 300 ml NaCl-Losung (0,9 Gew.%)
durch Zentrifugation mehrmals gewaschen, bis das Himo-
globin entfernt ist. Das Stroma wird weiter mit Filterpapier
filtriert. Das Filtrat wird zur Spontansedimentation mehrere
Stunden stehengelassen. Bei guter Sedimentation wird der
Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Bei nicht-
sichtbarer Sedimentation wird das vollstdndige Filtrat weiter-
verarbeitet, indem es in Plastikrohrchen abgefiillt und
10 min in einer kleinen Zentrifuge bei 2000 Umdre-
hungen/min zentrifugiert wird. Der Uberstand wird abge-
saugt und dreimal mit NaCl gewaschen, wobei 10 min bei
2000 Umdrehungen/ min zentrifugiert wird, und der Uber-
stand mit einer Pipette abgesaugt wird.

b) Herstellung von Pulver

I Acetonbehandlung:

Das Stroma wird in ein Glasrohrchen gegeben (bessere
Durchmischbarkeit, in Plastikrohrchen nicht mdglich).

Das Stroma wird mit Aceton gewaschen und mit einem
Spatel gut durchmischt, 5 min bei 2000 Umdrehungen/min
zentrifugiert und der Uberstand wird abgesaugt. Das Sedi-
ment wird mehrere Tage im Exsikkator zum Trocknen ste-
hengelassen (lyophilisieren ist wegen dem Aceton nicht
mdglich). '

11 Aceton-Ether-Behandlung:

Das Stroma wird mit gleichen Teilen Aceton und Ether in
einem Glasrdhrchen gewaschen, gut durchmischt und
anschliessend 5 min bei 2000 Umdrehungen/min zentrifu-
giert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Sediment wird
mehrere Tage in einem Exsikkator zum Trocknen stehen
gelassen.

111 Rotationsverdampfer-Technik:

Das Erythrozytenstroma wird in einen Kolben gegeben,
der an einen Rotationsverdampfer angeschlossen wird und in
einem Wasserbad auf 37°C erhitzt wird, wobei die Fliissigkeit
unter Rotation des Kolbens und unter reduziertem Druck
wihrend mehreren Stunden abgedampft wird, wobei ein pul-
verférmiger Riickstand zuriickbleibt.

1V Lyophilisieren:

Hier ist keine Vorbehandlung mit Aceton oder Ether not-
wendig. Das Erythrozytenstroma wird in einen Kolben
gegeben, in einer Kiltemischung schnell eingefroren und zur
Gefriertrocknung an eine Hochvakuumpumpe ange-
schlossen. Das gefriergetrocknete pulverformige Material ist
am besten zur Weiterverarbeitung geeignet.

¢) Standardisieren des Pulvers
1. Das Pulver wird genau abgewogen, wobei das Gewicht
in mg ermittelt wird.
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II. Eswird eine Erythrozytenstromasuspension herge-
stellt, indem 10 mg Pulver mit 0,5 ml 0,9%ige NaCl-Ldsung
vermischt wird.

5 Anmerkung: Das lyophilisierte Pulver ist mit NaCl-
Lésung am besten mischbar. Andere Mischungen miissen
homogenisiert werden (eine min in Eis/Wasserbad).

III. Bestimmung des Adsorptionstiters:

1. Antiserum (z.B. Ai-Antiserum) wird quantitativ mit
Testerhythrozyten (A1) angesetzt und auf 15 min bei Zim-
mertemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wird der
Titer bestimmt (Héhe des Titers bei dem keine Agglutination
mehr sichtbar ist).

2. Gleiche Volumen von Antiserum (A1) werden zu | ml
Pulverlésung gegeben, 30 min bei 37°C im Wasserbad inku-
biert und zentrifugiert (4 min bei 200 Umdrehungen/min).

3. Kleine Mengen des Uberstandes (0,1 ml) werden mit
Testerythrozyten (A1, 0,05 ml) vermischt und 15 min bei
20 Zimmertemperatur inkubiert. Anschliessend wird {iber einer

indirekten Lichtquellen abgelesen, bei welcher Pulverkon-

zentration das Antiserum vollstdndig adsorbiert ist.
4, Die Adsorptionskapazitit des Pulvers wird nach der fol-
genden Formel berechnet:
25

10

15

mg Pulver
m! Antiserum (bzw. Plasma)

Adsorptionskapazitit =

30 Anwendungsmoglichkeiten
stroma-Pulver

von Erythrozyten-

1. Inder serologischen Diagnostik
1. Antikérperdifferenzierung nach Adsorption
35 an die entsprechenden Erythrozytenantigene.
a) ABO-, Rh-, MNS-, P-etc. -System.
b) HLA-System bei Keukozyten- bzw. Thrombo-
zyten-Antigenen

2. Herstellung von monospezifischen Antiseren
(Antikdrper nach Adsorptions-Elutionsverfahren)

40

II. Inder Immunotherapie
Entfernung von Antikérpern bei Patienten
45 durch:

a) Plasmaphorese - Adsorption der Antikdrper,
z.B. Anti-D bei Schwangerschaft - und Riicktrans-
fusion des antikérperfreien eigenen Plasma an den

so Patienten.

b) Plasmafiltration: Das  antikdrperreiche
Plasma ldsst man durch eine Sdule mit dem Immu-
noadsorbens fliessen, die Antikdrper werden am
Adsorbens adsorbiert (Sdulenfiltration) und das

ss antikorperfreie Plasma kann wieder an den
Patienten pretransfundiert werden.

III. Herstellung von isoagglutininfreien Plasma-
préparaten

a) Herstellung aus Poolplasma Isoagglutinin
Frischprozessplasma nach Adsorption mit A- und
B-Pulver-Erytrhozyten.

b) Herstellung aus Poolplasma Isoagglutinin
Faktor-VIII- und Faktor-IX-Priparate (gleich wie
65 AB-Plasma).

60
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