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Menetelmd gammaglobuliinien intravend&sitoleranssin parantamiseksi. -

Forfarande fOr att fOrbdttra gammaglobuliners intravendstolerans.

Esilld olevan keksinndn kohteena on menetelmd gammaglcbuliinien intra-
ventdsitoleranssin parantamiseksi, jotka on saostettu verestd tai

verituotteista.

Veri on nestettd, joka muodostuu kiinteistd ja nestemdisistd aines- .
osista. Kiinteisiin ainesosiin kuuluu punaiset ja valkeat verisolut
sekd verihiutaleet. Plasma eli veren nestemdinen osa sisdltdd noin
90° vetty ja 10° kiinteitd aineita. Plasmaan liuenneiden aineiden
joukossa on mm. gammaglobuliinia, jota kdytetddn tulehdusten kédsitte-
lyyn ja ehkdisyyn. Jotta gammaglobuliini voitaisiin eristdd, taytyy
siind mddrin kuin mahdollista kaikki muut plasmassa olevat aineet
poistaa, jotta saataisiin niin puhdasta gammaglobuliinia kuin mahdol-

lista.

Gammaglobuliinin saostamiseksi ja eristdmiseksi verestd kdytetddn

{ﬁerltylsestl-nim&%ykse&&aicoﬁﬁ:he%e&r/tunnetty/;menetelmaa (COHN et
al., J. Amer. Chem. Soc., VOLWQS ss. 459...475; Vo}7M72, ss. 465..474).

Tdssd menetelmissid kdytetddn eri Verlnayttelsta sekoitettua plasmaa.
Se kdsittdd periaatteessa fraktioidun saostamisen vaihtelevissa olo-

suhteissa. Ensimmiisessd vaiheessa erotetaan -3°C:ssa ja pH-arvossa 7,:



8 % etanolilisdykselld ensi kddessd ensimmdisend sedimenttind oleelli-
sesti fibrinogeenia. P441l4 oleva neste saostetaan toisessa vaiheessa
noin 19 %:1la etanolia pH-arvossa 5,6. Tdmdn COHN-fraktio II-III:ksi
merkityn saosteen puhdistamiseksi liuotetaan se uudelleen ja saos-
tetaan sitten jilleen pH-arvossa 5 etanolilisdykselld 8 %. Jdljelle
jd4dnyt emdvesi saostetaan sen vuoksi uudelleen 25 %:1la etanolia pH-
arvoon 7,2. T&118in muodostuva saoste kdsittdd vdhintdin 90 % gammaglo-
buliinia. Saoste pannaan sopivaan puskuriliuokseen ja on steriilisuo-

datuksen jdlkeen valmis kdytettdvidksi ihmisiin.

On osoittautunut, ettd gammaglobuliinivalmisteella, joka on saatu
edelld selostetulla tai muulla tavalla, on useissa tapauksisa ollut
antikomplementtivaikutus niin, ettd sucnensisdisesti annettuna on
syntynyt komplikaatioita kehon omien reaktioiden johdosta. Sen vuoksi
on aikaisemmin yritetty kohottaa gammaglobuliinien intravenddsitolerans-

sia. Esimerkkeinid tdstd viitataan seuraaviin kirjallisuudessa esitet-

tyihin menetelmiin:
1. Kdsittely sopivilla entsyymeilld.

2. Hydrolyysi korotetulla vetyionikonsentraatiolla (esim. pH-arvossa

4,0).
3. Modifioimalla betapropiolaktonilla.

On kuitenkin osoittautunut, ettd ennestiidn tunnetut menetelmidt modi-
fioivat gammaglobuliinimolekyylit ja muuttavat niiden kemiallista
rakennetta silld tavalla, ettd niiden vaikutus alentuu ja niiden

keskimddrdinen viipymisaika elimistdssd lyhenee.

Esilld olevan keksinndn tarkoituksena on tarjota uusi menetelmd gamma-
globuliinien intravenddsitoleranssin kohottamiseksi, jossa menetelmdssd
toisaalta ei ole ennen tunnettujen menetelmien epdkohtia ja joka

toisaalta tarjoaa seuraavat parannukset:

- kyseisten gammaglobuliinimolekyylien rakenne muuttuu niin vdhén
kuin mahdollista;

- antikomplementtivaikutus tulee voimakkaasti alennetuksi verrattuna
ennestddn tunnettuihin gammaglobuliinivalmisteisiingj

- viipymisaika elimistOssd on pitempi ja sen vuoksi valmiste on pa-

remmin siedettidvissd kuin ennestddn tunnetut valmisteet.



N&md tehtdvidt ratkaistaan menetelmdlld intraven&&sitoleranssin kohot-
tamiseksi, jossa menetelmdssd verestd tai verituotteista saostettu
gammaglobuliini uudelleen liuotetaan makromolekylddristen ainesten
ldsndollessa, jotka erottavat globulﬂ%%iékyylit toisistaan ja tunke-
vat ne pois liucksesta, kuten hydroksietyylitdrkkelys (HES), gelatiini,
dekstraani, a&ﬂhmiini, polyalkoholit tai polyvinyy&ifiwminké jdlkeen
liuos saostetaan Jja saoste uudelleen pannaan mieluummin fysiologiseen

keittosuolaliuokseen.

!

u
iNykyéen kdsityksen mukaan saavutetaan optimaalinen wvaikutus HES:114&,

mutta on kuitenkin mahdollista saavuttaa samanlainen vaikutus lisdi-~

milld muita mainittuja aineita.

Sopivimmin liuotetaan saoste uudelleen HES ja veden puskuriliuokseen,
jonka pH-arvo on 3,5 - 8,0, Kayttondkdkohdat huomiconottaen on pH-

arvo 6,5 - 6,9 osoittautunut erityisen edulliseksi.

HES-pitoisuus vesiliuoksessa voi olla 1 - 30 %, erityisen hyvd kayt-~

tdarvo on 8 - 10 % HES.

Sopivimmin ty8skennellddn HES: 118, jonka molekyylipaino on 1000 ja

900.000 vdlillsa.

Sitten, kun gammaglobuliinisaoste on liuennut HES-puskuriliuokseen,
lisdtddn seokseen 10 % polyetyleeniglykolia. Seos sisdltdd saostuneita
ja saostumattomia ainesosia. Viimeksi mainitut saostetaan polyetylee-
niglykolilla ja sentrifugoidaan sen jdlkeen. Polyetyleeniglykolin
sijasta voidaan saostusaineena kdyttdid myds muita polymerisoituja,
moniarvoisia alkoholeja. Seos sentrifugoidaan. Jd1jelld oleva pddlla
oleva neste saatetaan pH-arvoon 7,0 - 7,2 lisddmdlld 20 % polyetyleeni-
glykolia ja sentrifugoidaan uudelleen. Tidten saatu saoste liuotetaan
sopivimmin fysiologiseen keittosuolaliuokseen ja sen valkuaisiainepito
suus sdddetddn noin 5 %:iin. Steriilin suodatuksen jdlkeen on liuos

valmis terapeuttista kdyttdd varten.
Seuraavassa selostetaan eri menetelmidvaiheita esimerkein.

Gammaglobuliinin erotus:

Ldhdetddn plasmamddrdstd, johon lisidtdin 8 % etanolia ja saostetaan

pH-arvossa 7,2 liamp&tilassa -3°C. T4118in erottuu fraktio I. Nesteesee:



joka syntyy lisdtddn sen jdlkeen 19 % etanoclia lampdtilassa -5°C ja
pH-arvossa 5,8. Tdl11l6in erottuu fraktio II-III, joka muodostuu gamma-
globuliineista. Saoste liuotetaan uudelleen ja saostetaan uudelleen

8 %:1la etanolia pH-arvoon 5. Jdljelld oleva emdvesi saostetaan sen
jdlkeen uudelleen 25 %:1la etanolia pH-arvoon 7,2. Tadten saatu

. M S elh
saoste (=fraktio II) maeéeseﬁa-vahlnta% 90 /;stm‘gammaglobulllnlgﬁf.

Antikomplementtivaikutuksen pienentdminen:

Gammaglobuliinisaoste liuotetaan uudelleen vesipitoiseen puskuri-
liuockseen pH—-arvoon 6,7 ja noin 6 % konsentraatioon, minkd jdlkeen
vesiliuokseen lisdtddn noin 10 % hydroksietyylitdrkkelystd. Tamd
lisdys aiheuttaa, ettd jo olemassa olevat kasautumat hajoavat ja se

muodostaa samalla suojan kasautumattomille gammaglobuliineille.

Muuttaminen fysiologiseksi keittosuolaliuokseksi:.

10 %:n polyetyleeniglykolin lisdyksen jdlkeen sentrifugoidaan seos.

>

Jdljelld oleva emdvesi saatetaan pH-arvoon 7,2 lisddmdlld 20 3
polyetyleeniglykolia ja sentrifugoidaan. Saoste, joka syntyy, sddde-
tddn fysiologisessa keittosuolaliuoksessa 5,2 % valkuaisaineen kon-

sentraatioon ja steriilisuodatetaan sen j&dlkeen. Tadmdn jdlkeen se on

valmista terapeuttisesti kdytettdvdksi.
Oheenliitetyssd piirustuksessa:
Kuvio 1 esittdd hydroksietyylitdrkkelyksen (HES) rakennekaavaa.

&,,
Kuvio 2 esittdd immuuni—elektrofore?sikéyréé (IEP) erilaisista gamma-
globuliineista Jja vast. normaaliseerumeista, jotka ovat val-

mistetut ennestddn tunnetuilla menetelmilld ja vast. uudella
menetelmdlld. Kiyrdn yldosa esittdd td11l6in jokaisessa yksit-
tdistapauksessa normaaliveriseerumin IEP-kdyrdd, kun taas

alempi puolisko esittd@d seuraavien aineiden k&yrdd:

a) standardi-gammaglobuliini,

b) proteolyyttisesti modifioitu gammaglobuliini,

c) betapropiolaktoni-modifioitu gammaglobuliini, .
N d) gammaglobuliini, joka on valmlsteé%u uuéeﬁ menetelmdn mukaéni
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Kdyrien a) - c¢) mukaisissa ndytteissd on jokaisessa erityistapauk-
sessa kysymys kaupan olevasta modifiocidusta valmisteesta. Na&ma
ndytteet osoittavat paitsi gammaglobuliinilinijaa (pitldnomainen
sirpin muotoinen viiva kdyrédn oikeanpuoleisés§> osassa) myds muita
ihmisveren valkuaisazneosia. Gammaglobuliinivifvat ovat epétarkat

et Neretmenrviboncqoonns

e
ndytteissd a) ja b) seurauksena kemiallisesta modifiocinnista. Né&yte

Cc) esittdd vertailuseerumin gammaglobuliiniviivan suhteen muuttunutta

)

asemaa.

Huomataan selvdsti, ettd ndyte d) muodostuu kdytdnndllisesti katsoen
puhtaasta gammaglobuliinista, koska sirpin muotoinen spektriviiva

selvdsti sisdltyy normaaliseerumiin. ,

Kayristd voidaan lukea, ettd uuden menetelmdn mukaan valmistettu
gammaglobuliini on kdytdnndllisesti katsoen puhdasta aina 100 %:iin

ja vastaa tdysin alkuperdisen veriseerumin gammaglobuliinia. Viimeksi
mainittu tarkoittaa, ettd molekyylit eivdt ole modifoituja tai ke-
miallisesti muutettuja. Ndistéd ominaisuuksiséa kdyvdt selville myds
ndytteissd selvidsti todistetut muut uuden menetelmdn mukaisen gamma-
globuliinin edut, nimittdin sen ehdottoman varma intravenddsitole-
ranssi ja sen vahvasti(ﬁ%ﬁntunut antikomplementtivaikutus suhteessa
kehon omiin suoja-aineisiin, mikd voitiiin selvdsti todistaa in-vitro-

kokeissa.

Eradksi eduksi on vield osoittautunut, ettd varastoimiskokeissa on
voitu osoittaa keksinndn mukaan valmistettujen gammaglobuliinien eri-

tyisen merkittivd stabiliteetti.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelméﬂbammaqlobuliinien intﬁgvenbbsitoleranssin parantamiseksi,
jotka-an s SO EEEEY Ve res EE T ERL V8 ;Mﬁ%ftelstgf\ tunnettu siitd
ettd saostettu gammaglobulllnl%uudelleen\lluoteté/p/makromolekylaa—
risten ainesten lasnaollessa, jotka erottavat globu‘imolekyyllt toi-

sistaan ja tunkevat ne pois liuoksesta, kuten hydroksietyylit&drkkelys

(HES) , gelatllnl, dekstraanl, albumiini, polyalkoholit tai polyvi-

PO

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu siitd,
ettd vesiliuos sisdltdd hydroksietyylitdrkkelystd (HES), josta liuok-
sesta gammaglobuliini ensin saostetaan ja sen jdlkeen uudelleen

otetaan talteen, mieluummin fy51ologlseen keittosuolaliuokseen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unn e t t u siitd,
ettd gammaglobuliinisaoste lisdt&d&n veden ja HES:n puskuriliuokseen,

jonka pH-arvo on 3,5 - 8,0.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet t u siitd,

ettd saoste lisdtddn HES-liuokseen, jonka pH-arvo on 6,5 - 6,9.

5. Patenttivaatimusten 2 - 4 mukainen menetelmd, t unnet tu

oo

siitd, ettd HES-pitoisuus vesiliuoksessa on 1 = 30

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unne t tu siiti,

ettd HES-pitoisuus vesiliuocksessa on 8 - 10 %.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t t u siiti,

ettd HES:n molekyylipaino liuocksessa on vdlilld 1000 ja 900000.
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1, Forfarande f£82 att hija 1ntravenbatoleransan hos ux blod eller
blodpredukter utfillda gammaglobuliner, k ¥nne teoknast a ¥ at
gammaglobulintillningen Aterigen l¥ses 1 en vatienldaning 4 vilken det £éx:
ligger wairomolekylidra substanser mom avekirmaz glodullnmolekylexran fxiu
varandra ooh f3rtringer dem ux 163§ff§gn, 8dson hydnoxylatylat&xkalae, gel:
ti.n. daxtrm, albumin, polyalkoheler/polyvinylex.

. 20 F&rfarande enligt patentkravet 1, kﬁnneteeknatwdﬁrav,”étt vatton
18sningen innehillexr hydrozyletylntﬁrkalsé (HES), ur vilken l3sning gan-.
maglobulinet f8rst utfilles och sedan Aterigen upptages, helnt ien

fy.iologiak kokasaltlisning. -
3, Fixrfarunde enligt patentkravet 2, khnnotecknat diixavy, att gemma~

globulinfillaingen Yverfdres i en buffertlisaing i vatien av HES med ett
pB-vixrde av 3,5 - 8,0, '
' 4. Pbrfarande enligt patentkravet 3, kinnetecknat divav, att fall-

ningen 6verf&res i en HES-l&sning, gsom har ett pH-virde av 6,5 - 6,9,

5. P8rfarande enligt patenthavan 2 -~ 4, kinnetecknsat dirav, ait
HES-halten 1 vattenlBeningen uppgdxr $111 1.4 30%.

6. ¥8rfarande enligt patentkravet 5, kilnnetecknat ddrav, att HES-
halten 1 vattenl¥sningen uppglr ti11 8 ~ 104,

DS Farfsrandg enligt patentkraved 2, kinnetecknat dirav, att molekyl
vikten pi HES 1 ldsningen ligger mellan 1,000 och 900,000,
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Patenttivaatimus

Patentin ..... (patenttihakemuksen 770290) mukainen menetelmi gammaglobuliinien
intravendositoleranssin parantamiseksi, jotka on saostettu verestd tai verituot-
teista, jossa menetelmiissi saostettu gammaglobuliini uudelleen liuotetaan, t u n -
nettu sellaisesta yhdistelmisté, ettd gammaglobuliinisaoste lis#tédén veden

Ja hydroksietyylitdrkkelyksen (HES) puskuriliuokseen, jonka pH-arvo on 3,5 - 8,0,
sopivimmin 6,5 - 6,9, ettd HES-pitoisuus vesiliuoksessa on 1 - 30 %, sopivimmin

8 ~ 10 %, ettd HES:n molekyylipaino liuoksessa on v&lilld 1000 = 900 000 ja ettd
liuoksesta gammaglobuliini ensin saostetaan ja sen jdlkeen uudelleen otetaan tal-

teen, mieluumin fysiologiseen keittosuolaliuockseen.

Patentkrav

Forfarande enligt patent ..... (patentansdkan T70290) for héjning av intravends
toleransen hos ur blod eller blodprodukter utféllda gammaglobuliner, i vilket for-
farande gammaglobulinféllning l8ses &nyo, k @&nnetec knad av en kombination,
att gammaglobulinutfédllningen Overfores i en buffertldsning av vatten och hydroxyl-—
etylstirkelse (HES), vars pH-virde ar 3,5 - 8,0, lémpligen 6,5 - 6,9, att HES—
halten i vettenlOsningen uppgdr till 1 - 30 %, lémpligen 8 - 10 %, att molekylvik-
ten péd HES i 18sningen ligger mellan 1000 - 900 000 och att ur 18sningen. gammaglo-

bulinet férst utfilles och sedan &terigen upptages helst i en fysiologisk koksalt-

16sning.
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