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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Separation und Isolieruns) von Cu,21.,-Superoxiddismutase aus
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Separation und Isollerung von Cu,Zn, Superoxiddismutase aus Erythrozyten von
Vertebraten, dadurch gekennzelchnet, da® man aufbereitetes Erythrozyten-Konzentrat mit einern
farbstoffligandierten Tréger einmal oder in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten, wobei der
Farbstofi identisch oder ve*schieden ist, im Séulen- oder Batch-Verfahren in Kontakt bringt und
anschlieBend die Superoxiddismutase gewinnt.

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafd man fiir die Bindung der Farbstoffe
sphérische oder faserférmige Tréger mit einer hinreichend groBen Oberfliche einsetat.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzelchnet, da3 man sphérische Tréiger mit einer
PartikelgréRe von 1 bis 1000 uin und PorengréfRen < 10 nm einsetat.

4, Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzelchnet, da man zellulosehaltige Materialien,
vorzugsweise Perlzellulose, einsetat.

5. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichast, dal® inan agarosehaltige Materialien
einsetat,

6. Vorfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf$ man als Farbstoff Cibacron Blue F3GA
einsetat,

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal man als Farbstoff Procion BIuo11X B

- einsetat,
8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daR man als Farbstoff Procion Red HE-3B

einsetzt,
9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man als Farbstoft Procion Yellow 11 X-R

einsetzt,

Anwendungsgebiet der Erfindung

Dle Erfindung betrifft eln Verfahren zur Separation und Isolierung von Cu;Zn,-Superoxiddismutase aus Erythrozyten von
Vertebraten unter vorzugsweiser Verwendung humaner Erythrozyten zum medizinischen Einsatz. Das Verfahren findot
Anwendung in der Biotachnologie, der pharmazeutischen Industrie und in dor Medizin,

Charakteristik des bekannten Standes dor Technik

Superoxiddismutase {SOD) sind Enzyme, aie die Disproportiomerung von Superoxidanion-Radikalen emspreche"d
Gleichung (l) katalysieren. .

2:07; + 2H+~)H101 + 0, : (1)

Gegenwidrtig sind verschiedene Superoxiddismutesen mit unterschiedlichen Metallatomen im aktiven Zentrum hekannt, die
jedoch dis gleiche enzymatische Funktion austiben. Im Zytoplasma von Eukaryoten ist ausschlieBlich die Cu;Zn,-
Superoxiddismutase nachwuisbar. Im folgenden wird das Synonym Superoxiddismutase fiir diese verwandt. !
CuzZn;-Suporoxiddismutase aus humanen Erythrozyten hat eine Molekularmasse von 320000 und setzt sich aus zwel
identischen Untereinheiten mit je einem Kupfer- und Zinkatom zusammen. Die Aminoséuresequenz sowie die dreidimensianale
Struktur dieses Enzyms sind bekannt (s, z.B.: A. Glirtner, U. Weser: Biomimetic and Bioorganic Chemistry 12 [1986; 1).
Superoxidanion-Radikalen wird eine zentrale Rolle im EntziindungsprozeB zugesprochen. Inshesondere bel Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises, aber auch bei Strahlenerkrankungen verdichteten sich in den let=ten Jahren die Hinweise, dafd
Superoxidanion-Radikalen eine kausale Rolle bei der Ausldsung von Entziindungsreaktionen zukommt (s. z.B.: W. Puhl, H. Sies/
Hrsg./ Superoxid-Dismutase — Biochernie und therapeutischer Einsatz, Perimed-Fachbuchverlagsgesellschaft mbH Erlangen
1982). Auf Grund dessen wird der Einsatz antiphlogistisch wirksamer SOD-Priiparate zunehmend diskutiort, Gegenwirtig
befindet sich ein fir den Arzneimittelverkehr zugelassenes SOD-Préparat vom Rind mit dom Handelsnamen , Peroxynorm*
{Griinenthal GmbH, BRD) auf dem Weltmarkt, Allerdings kann es auf Grund der tierischen Herkunft dieses Préparntes bei
Langzeitanwendung am Menschen zu Unvertriglichkeiten kommen (S. Carson, E.E. Vegin, W.Huber, T.)..Schults: Toxikol. Appl,
Pharm. 26 [1973] 184). Deshalb Ist ein SOD-Préparat humanen Ursprungs erstrebenswert.

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Verfahren zi'r Separation und Isolierung von Cu;Zn,-Superoxiddismutase aus
Erythrozyten beschriaben, die jedoch mit zahlreichen Nachteilen, wie unbefriedigender Reinheitsgrad und damit
eingeschrénkter WirksamXeit und/oder niedrigen Ausbeuten, verkniipft sind.

Im Jahr 1969 beschrieben J. M. Mc Cord und |, Fridovich {J. Biol. Chem. 244 [1969] 6049) sine Methode zur Isolierung von SOD, die
auf der bemerkenswerten Stabilitiit dieses Enzyms in Anwesenheit von organischen Lésungsmittaln basiert. Dieses Verfahren
ergibtzwar eine reine SOD, ist jedoch relativ aufwendig und nicht zuletat auf Gr. 1d der niedrigen Ausbeute von 25% recht teuer.
Hinzu kommt, daf8 die Verwendung von chlorierten Lésungsmitteln (Chlorofor n) nicht unbedenklich ist und erhebliche
technologische Probleme mit sich bringt.

M.J. Stansell und H.F.Deutsch (J. Biol. Chem. 240 [1965] 4299) entwickelten eine wiiBrige ls slierungsmethode, dis 2uf der
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Bindung des Enzyms an Anlonenaustauscher basiert und spiiter durch Modifizierungen bis auf Ausbeuten von 50% gosteigert
wurde (A, Gértner, U,Weser: FEBS Lotters 165 [1983) 16),

Allerdings sind diese Verfahren relativ zeitaufwendig und mit einem nicht unerheblichen Aufwand verbunden.

Eino Kombination der Ldsungsmittelfiillung mit der chromatagraphischen Isolierung an Anioranaustauschern beschrieben
J.Bannister, W. Bannister, E.Wood {(Europ. J.Biochem. 18 (1971] 178), die jedoch die Nachteile beider Verfah:on in sich vereinigt.
Aus der JA-OS 53-31206 sowie der'FR 2485203 ist eino Methode zur lsolierung von SOD bekannt, die auf der heachtlichen
Thermostabilitit des Enzyms beruht. Hierbei werden vor allom das Himoglobin durch Hitzebehandlung himolysierter Blutzellen
in Gegenwart von Salzen zweiwortiger Metalle oder aber auch ohne Metallionenzusatz (DE 3410159) prézipitiert, Obwchl diese
Methode durch ihren geringen technologischen Aufwand besticht, liefert sie jedoch nur ein unreines Priiparat mit einer niedrigen
spezifischen Aktivitét,

Dieser Nachtoll war Ausganyspunkt der DE-PS 3124228, in der ein Verfahren der Isolierung von SOD aus himolysierten
Erythrozyten durch zweimalige Hitzeféllung in Anwesnnhoit von Neutralsalzen und nachfolgender
lonenaustauschchromatographle beschrieben ist. Allerdings ist dieses Verfahren — badingt durch die zweimalige Hitzef#llung
und die von der lonenaustauschchromatographie erforderliche Dialyse — relativ aufwendig und diirfte somit fiir industrielle
Prozesse kaum Anwendung finden,

Unstrittig stellt das Verfahren der Hitzefallung unter Ausnutzung dar Thermostabilitét des Enzyms einen eleganten,
kostangiinstigen und effizienten Schritt zur Isolierung der SOD dar. Da, wie bereits ausgefiihrt, dieses Verfahren nu. - zu einem
relativ unreinen Préiparat mit einer geringen spezifischen Aktivitét fiihrt, erwaeist es sich als notwendig, dieses Verfahren mit
woiteren Reinigungsschritten zu kombinieren. So hat es nicht an Versuchen gefehlt, affinitdtschromatographische Methoden zur
Separation und Isolierung dor Superoxiddismutase einzusetzen.

Soistin der Patentschrift EP 112299 der Einsatz der Immunaffinitatschromatographie zur Reinigung von SOD aus Erythrozyten
beschrieben Aus technischer und technologischer Sicht diirfte jedoch der Einsatz triigergebundener Antikérper prinzipielle
Probleme de: Stabllitét der chemischen Bindung zwischen dem Tréger und dem Protein und vor allem des Erhalts dér
funktionellen Aktivitéit des Antikbrpers bei wiederholtem Einsatz unter steriton und pyrogenfreien Bedingungsn mit sich
bringen.

Ein anderer Wag ist in der JP 689686 sowie in der DD-PS 207928 beschrieben. Diese Autoren setzen die Hydrophobizitéts-
Chromatographie bzw. die ladungskontrollierte Hydrophobizitéts-Chromatographie zur Isolierung und Reinigung der SOD ein.
Beide Verfahren sind jedoch nicht zuletzt auf Grund des Einsatzes von Ammoniumsulfat nur schwer in gréBere MaRstébe
tibertragbar,

Als Alternative bietet die Wakomoto Pharmaceutical Co. Ltd. (JP 58/183031) die Nutzun 5 der Metall-Chelat-
Affinitdtschromatographie zur Isolierung von SOD an. Dieses Verfahren ist jedoch mit einem erheblichen Kostenaufwand
verbunden. ' ‘

Von groRer Bodeutung fir groBtachnisch2 Verfahren zur Isolierung von SOD mit dem Ziel des medizinischen Einsatzes sind
neben dun Kosten des Verfahrens, die im wesentlichen durch die Ausbeute und den technologischen Aufwar.d bestimmt
weran, die Reinheit des Préparates, die Sterilitét und Pyrogenfreiheit des Préparates und nicht zuletzt die Reproduzierbarkeit
und Standardisierbarkeit des Verfahrens. Allen diesen Anforderungen werden die bisher bekannten Methoden und Vetfahren
zur Separation und Isolierung von Superoxiddismutase aus Erythrozyten nicht 6der nur unzureichend gerecht.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein einfaches, kostenglinstiges und effizientes Verfahren zur Separation und Isoierung von
Superoxiddismutase aus Erythrozyten von Vertebraten zu entwickeln, das eine groRtechnische lierstellung dieses Enzyms unter
sterilen und pyrcgenfreien Bedingunygen in hoher Ausbeute gestattet.

Darlogung des Wesens der Erfindung

Der Erfirdung liegt die Aufgabe zugrunde, .in Verfahren zur Separation und Isolierung von Superoxiddismutase aus
Erythrozyren auf der Basis eines affinitétschromatographischen Schrittes zu entwickeln, das es gestattet, das Enzym einfach,
schnell und kostanglinstig groBtechnisch in hoher Ausbeute und Reinheit unter sterilen und pyrogenfreien Bedingtingen
herzustelien,

Die Lésung der Aufgabe erfolgt durch Einsatz von trdgergebundenen Farbstoffen zur Entfernung voh kontaminierenden
Proteinen, so vor allem Hémoglobin, aber auch Plasmaproteinen, oder aber zur spezifischen Bindung und nachfolgenden Elution
der Superoxiddismutase. Erfindungsgem48 werden (humane) Erythrozyten durch Reduzie ung der lonenstérke himolysiert
und anschlieBend auf bekannte Art und Weise einer Hitzoféllung urterzogen. Nach Entfei:.ung der Zellmembranbostandteilo
sowie der gefiliten Proteine, so vor allem Héimoglobin, wird das Himolysat mit farbstoffligandierten Trégern in Kontakt
gebracht. Nach Bindung der kontaminierenden und unerwiinschter: Proteine an die farbstoffligandierten Triger wird die SOD-
enthaltende Ldsung mittels Ultrafiltration konzentriert und gegohenenfalls erneut mit farbstoffligandiorten Trégern in Kontakt
gebracht, wobei der Farbstoff identisch oder varschieden ist. Nach abschlieBender Sterilfiltration und Portionierung sieht das
Préparat fir medizinische Anwendungen zur Verfiigung. Die farbstoffligandierten Triiger 1assen sich auf einfache Art und Weise
ragenerieren \ind sind somit reproduzierbar iiber lange Zeitriume ohne Verlust der Bindungskapazitiit sinsetzbar,

Alternativ kann unter hestimmten Bedingungen einu nahezu spezifische 8indung des Enzyms Superoxiddismutase an
farbstoffligandierte Trdger erzielt werden, so da® nach Entfernung der muht gebundenen kontaminierenden Proteine die SOD
durch geelignete nicht denaturierende Dissoziationsreagenziun von den farbstoffligandierten Trigern abgespaitet und
gewonnen werden kann. -

Als Farbstoffe fir die erfindungsgeméfe Farbstoffligand-Affinitatschromatographie bieten sich vor allem Cibacron Blue F 3 GA
{reactive blue, C! 61211), Procion Blue 11 X-R {reactive blue 4, Cl 81205), Procion Red HE-38 {reactive red 120), Procion

Yellow 11 X-R (reactive yellow 4, Cl 13190) u. a. an. Besonders vorteilhaft und kostengiinstig gastaltet sich der Einsatz von

t
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Tréigern, die mit Cibacron Blue umgaesstzt sind, wobei die Bindung des rarbstoffs direkt tiber den Triazinring des Reaktiviarbstoffs:
oder aber unter Verwendung von chemisch aktivierten Trégern mit oder ohna Briickenverbindungen, wie homo- oder
heterobifunktionelle Roagenzien, erfoigt.

Prinzipiell sind alle sph#rischen und faserférmigen Triiger geeignet, vorausgesotat, sie verfligen (iber funktionella Gruppan,
vorzugsweise Hvdroxyl-Gruppen, die eine Umsatzung mit den genannten Farbstoffen gostatten. Des waiteren sollten sich die
Tréger durch elne hinreichend groRe Qberflichs, die fir optimale Bindungskapazitéten erforderlich ist, sowie durch eine
Porositt, die eln ungehindertes Eindringen von Proteir.en ermdbglicht, auszeichnen, Bol sphiirischen Trégern erweisen sich
hierbel PartikelgréBen von 1 bis 1000 um und PorengrdBen < 10nm als besonders gesignet. Von grofler Bedeutung fir den
erfindungsgeméiRen Einsatz sind die mechanlische Stabifitdt und Belastbarkeit der Tréger, dle moglichst geringen unspezifischen
Bindungen un diese sowie die Mbglichkeit des einfachen Regenerierens und Sterilisierens dieser Tréger. Unter Berlicksichtigung
decsen erweisen sich einige als besonders vorte'lhaft. Hiarzu zdhlen Perlzellulose und Agarose-Derivate, jedoch sind auch
andere einsetzbar,

Die Inkubation des Himolysates mit der, farbstoffligandierten Trégern erfolgt im Stiulenverfahren oder aber besonders
vorteilhaft im batch-Verfahran, da hierbei bel hinrelchend hoher Bindungskapazitéit des farbstoffligandierten Trégers nur
goringe Mengen desselben im Verhltnis zu dem eingesetzten Himolysat erforderlich sind, so daR rur garinge Verluste auftreten
kénnen, Hinzu kommt, daR die Bindung der kontarninierenden Protelne oder aber der SOD sehr schnell erfolgt, so daR nurkurze
Inkubationszeiten erfarderlich sind. Dies erwelst sich vor allem untor dem Aspokt eines sterilen ur.d pyrogenfreier: Regimes der
Herstellung dieses Préparates filr medizinische Anwendungen als entscheidender Vortell, Vorteilhaft ist auch, daB sich bei
Anwendung im batch-Verfahren die Tréger einfach und schnell von dem Uberstehenden Hémolysat entfernen lasseon,

Die Bindung des Himoglobins und anderer unerwiinschier Protaine - die farbstoffligandierten Triger ist bai hohen

Konz:. trationen bevorzugt, Deshalb kann es gegebenenfalls empfehlonswert sein, las Hémolysat nach der ersten Inkubation
mit de farbstofiligandierten Tragern und Konzentrlerung erneut mis farbstoffligandierten Tréigern i Kontakt zu bringen, wobei
diese die gleichen Farbstoffe oder aber andere enthalten kénnen. Auf diese Art und Weise erhiilt man eir: nahezu reines Produkt
mit einer hohen spezifischen Aktivitit.

Von groRer Bedeutung fiir div medizinische Anwendung des Préparates ist die Sterilitit und Pyrogenfreiheit des Endproduktes.
Doshalb muB das gesamte Vorfahren der Separation und Isolierung der SOD unter sterilen und pyrogenireien Kautelen
durchgefihrt werden, Dies satzt voraus, daf die farbstoffligandierten Triger einfach und reproduzierbar regenerierbar und
sterilisierbar sind. Unter Umsténden erfolgt nach der Isolierung und Herstellung dar SOD cine Entpyrogenisierung des
Préparates mit gesigneten Mitteln.

Das erfindungsgemiiBe Verfahren filhrt zu einer erheblichen Reduzierung des Au.wandes und der Nasten zur Separation und
Isolierung von SOD aus Erythrozyten und liefert eir Préipar at hoher Reinheit. Als besondere Vorteile erwelsen sich dio hohen
Ausbeuten sowle der geringe Zeitbadarf des Verfahrens, die nie.rigen Kosten der farbstoffligandierten Triiger sowie ihre
chemische und mechanische Stabilitét, die eine leichte Regenerierung und Sterilisierung der farbstoffligandierten Trager
ermdglicht. Diese Vortsile kommen vor aliem bel grofitechnischen Anwendungen zum Tragen.

Ausfllhrungsbeisplele
Im folgenden wird die Erfindung an elnigen Beisplelen erliutert, wobsl Jiese keinen Anspruch auf Volisténdigkeit erhot as:.

Belsplel 1: .

10g Perzellulose (Charge 040387, VEB Leipziger Arzneimittelwerk, DDR) werden mit Aqua dest. gewaschen und in 160 m| Aqua
dest. suspendiert, 1g Cibcron Blue F 3 G-A (Ciba Geiqy, Schwelz) wird in 60 ml Wasser gel&st, beide Lésungen vereinigt und
anschlieBend auf 60°C erhitzt.

Nach 30min werden 26 ¢ NaCl unter Rithren zugegeben und welterhin unter stindigem Rithren bei 60°C belassen, Nunmehr
warden 2y Na,CO; zugegeben (der pH-Wert sollte zwischen 10,5 und 11 liepen) und auf 80°C erhitzt und wei Stunden bel dieser
Temperatur belassen. Nach dem Abkiihien und Waschen mit der Aqua dest. und 0,02m Phosphat-Puffer, pH 7,0ist die Cibracron
Blue-Perlzellulose einsetzbar. .

Helsplel 2:

1 Volumeiiteil (VT) humanes Erythrozyten-Konzentrat wird mit 2VT Aqua dest. versetzt und Saccharose bis 2u einer
Endkonzentration von 2% zugegeben. Anschiielend wird dag Hiimolysat auf 73°C erhitzt und 10 min bel dieser Temperatur
beiassen. Nach dem Abkilhten mit /2 VT Eis wird das Prézipitat durch Abnutschen entfernt. Der pH-Woert des Himolysates sollte
bel 8,5 lieg en, Die Himoglobin-Konzentration betriigt nacti dieses Hitzeféllung in der Regel etwa 3mg/ml. Nunmehr wird das
Hiémolysat mit der nach Beispiel 1 hergastsllten (.ibacron Blue-Perlzellulose in einem Verhéltnls von 20:1 (V/V) gemischtundim
batch-Verfahren etwa 30min gerilhrt, Die Hémoglobin-Konzentration liegt nunmehr in der Regel bei 50ug/ml. Nach Entfernung
des Triigers durch Absaugen (iber eine Fritte wird das Hémolysat durch Ultrafiltration konzentriert und erneut mit Cibacron
Blue-Perlzellulose in einem Verhltnis 10:1 (V/V) gemisclitund 30min gerdhrt. Die so erhaltene Superoxiddismutase, die sichim
Uberstand befindet, ist nahezu irci von kontaminierenden Proteinen und besitat eine spezifische Aktivitat von 5100 U/mg Die
Ausbeute des Verfahrens betriigt 75%.,

Belsplel 3;

Die nach Beispiel 1 hergnstellte und nach Beispiel 2 eingesetzte Cibacron Blue-Perlzallulose wird mit 6m Harnstoffin 0,7n NaOH
regeneriert, Nach Entfe:nung des Harnstoffs ist die farbstoffligandierte Perlze!lulose ohne Verlust der Bind:ingsféhigkeit
reproduzierbar einsetzbar.,



-4- 266 504

Belsple! 4:

Die nach Beisplel 1 hergestelite Cibacron Blue-Perlzellulose wird mehrfach urd unterschiedliche Zeiten bei 120*C entsprechond
dem 2,AB cier DDR (Akademle-Verlag, Bc :lin 1986) autoklaviert und anschlieRend auf ihre Bindungskar.azitit gegenilber
Hémoglobin (Hb) untersucht. Die Ergabnisse sind in Tabslle 1 zusammengofaft,

Tabolle 1

Autoklavierung mg Hb/ml Triger
—_ 60

2 X 30min 60

I X 30min 60

4 % 30min 60

2 X 30min + 1 x 60 min 80

Belsplel 5:

Die nach Reisplel 2 hergestelite humane SOD wird anschliefiend sterilfiltriert, mit physiologischer Kochsalzlésung singestelit
und mittals Detoxi-Gel (Pierce, USA) entpyrogenisiert, Dieses Priiparat ist steril und pyrogenfrei und somit fiir medizinische
Anwendungen geeignet.

Belsplel 6:

10ml Hémolyaat werdsn aus humanon Erythrozyten entsprechend Beispiel 2 hergestellt und mit 0,2n NaOH auf einon pH-Wert
von 8,0 eingestellt und nachfolgend mit 1ml entsprechend Beispiel 1 hergestellter Cibacron Blue-Perlzellulose versetzt und 6h
bei Raumtemperatur geschilttelt. Unter diesen Bedingungen wird das Hiémoglobin vollsténdig gebunden. Der die SOD
entheltende Uborstand wird nach Separation desselben mit 0,01 m Citronensiure auf ginen pH-Wert von 4,0 eingestelit und
erneut mit 1m! Cibacron Blue-Perlzellulose, entsprechend Beispiel 1, versetzt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert, Unter diesen
Bedingungen wird die SOD quantitativ gebunden (s. Tab. 2).

Tabelle 2

Verfahronsschritt SOD (pg/mi)
Hémolysat 34
nachBlue-Perlzellulose pHB,0 34
Uberstand pH 4,0 31

nach Blue-Perlzellulose pH 4,0 —

Die Abspaltung und Elution des Enzyms erfolgt mit 1 m Kaliumthiocyanat, pH 8,0, 20mM EDTA enthaltand.
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