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Verfahren zur Herstellung einer Serumalbuminfraktion.

@ Aus einer Mischung mit anderen Blutproteinen wird

in hoher Ausbeute eine reine Serumalbuminfraktion
hergestellt, indem man diese Mischung wihrend 1 - 4
Stunden bei pH 5,0 - 5,5 und 65 - 72°C mit einem durch
Di«(C,-C4)alkylamino-(C;-Cy)alkyl substituierten, ver-
netzten Dextranpolymer in Kontakt ldsst, den pH dann
auf 3,5 - 4,5 einstellt und das Albumin selektiv eluiert.
Vorher kénnen die gamma- bzw. die alpha- und beta-Glo-
buline durch Einstellen des pH auf 5,5 - 7,5 bzw. auf ca.
4,7 und Abtrennen des nicht adsorbierten Materials iso-
liert werden.




633809

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung einer Serumalbuminfraktion
in hoher Ausbeute und Reinheit aus einer Mischung mit an-
deren Blutproteinkomponenten durch Kontaktieren mit einem
harzartigen polymeren Material, dadurch gekennzeichnet,
dass das polymere Material ein mit Dialkylaminoalkylgrup-
pen substituiertes, vernetztes Dextranpolymer ist, wobei die
Alkyle je 1 bis 4 Kohlenstoffatome aufweisen, und dass man
das Kontaktieren wihrend 1 bis 4 Stunden bei einem pH von
5,0 bis 5,5 und einer Temperatur von 65 bis 72°C vornimmt,
dann die Mischung auf einen pH von 3,5 bis 4,5 einstellt und
das gewiinschte Albumin daraus selektiv eluiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der pH wihrend der Wirmebehandlung bei 5,2 bis 5,3
und wihrend des Eluierens bei etwa 4,0 liegt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Dextranpolymer in einer Konzentration von
1 bis 5 Gewichtsprozent der Mischung verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Warmebehandlung bei einer Temperatur von
etwa 70°C durchfiihrt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mischung Gesamtblutplasma oder eine AHF-entzo-
gene Blutplasmafraktion ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Dialkylaminoalkylgruppen Didthylaminoithylgrup-
pen sind.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mischung ein Blutplasma ist, welches vorher zum
Entfernen von gamma-Globulin fraktioniert worden ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das vorherige Entfernen von gamma-Globulin ein Kon-
taktieren der Mischung mit dem Dextranpolymer bei einem
pH von 5,5 bis 7,5 und Abtrennen des nicht adsorbierten Ma-
terials als gamma-Globulin umfasst.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Anfangsfraktionierung bei einem pH von etwa
6,0 vornimmt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass man als zusitzlichen Schritt $- und a-Globuline aus der
Ausgangsmischung entfernt, indem man die adsorbierte Mi-
schung auf einen pH von etwa 4,7 einstellt und die desorbierte
iberstehende Fliissigkeit abtrennt.

Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
einer Serumalbuminfraktion in hoher Ausbeute und Reinheit
aus einer Mischung mit anderen Blutproteinkomponenten.

Albumin stellt die grosste Blutplasmafraktion dar und fin-
det weite Verwendung in der Medizin, wie z.B. in Fillen von
Schock und als Plasmaersatz.

Die Blutfraktionierung mittels verschiedener Verfahren
zur Gewinnung von Albumin und anderer abgetrennter Kom-
ponenten ist allgemein gebriuchlich. Eine wichtige handels-
tibliche Albuminfraktion, bekannt als normales Serumalbu-
min, ist eine osmotisch stabile Lésung einer stark gereinigten
Plasmafraktion, die mindestens 96 % Albumin enthilt. Seine
Gewinnung wurde weitgehend durch die Arbeit von Cohn und
seiner Mitarbeiter an der Harvard Medical School méglich
gemacht und seine Herstellung ist in den US-PSen 2 390 074
und 2 469 193, in J. Amer. Chem. Soc. 68, 469-475 (1946)
und Kirk-Othmer, Encycl. of Chem. Tech. 3, 584-588 (2.
Auflage 1964) beschrieben. In den USA wird fiir die Herstel-
lung von normalem Serumalbumin z. Zt. vorzugsweise die so-
genannte Methode 6 nach Cohn angewandt.

Eine weitere wichtige handelsiibliche Albuminfraktion ist
die sogenannte Plasmaproteinfraktion (PPF); sie ist eine Lé-
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sung einer Plasmafraktion, die mindestens 83 % Albumin zu-
sammen mit einem Gemisch von héchstens 17% a- und
B-Globulinen enthilt. Die derzeit in den USA bevorzugte
Methode zur Herstellung von PPF ist das in der US-PS

2958 628 und in Vox Sang. 2, 174 (1957) beschriebene Ver-
fahren nach Hink.

Bei diesen Verfahren zur Gewinnung des héher konzen-
trierten normalen Serumalbumins und des weniger konzen-
trierten PPF wird als Féllungsmittel in den Auftrennungs-
verfahren kaltes Athanol verwendet. In verschiedenen ande-
ren bekannten Verfahren fiir die Herstellung von Albumin-
fraktionen werden andere Fillungsmittel wie Ather, Metha-
nol oder Ammoniumsulfatsalz verwendet, oder eine Adsorp-
tion an Gel oder Ionenaustauschchromatografie angewandt.

In letzter Zeit wurden fiir die Blutfraktionierung, ein-
schliesslich der Abtrennung von Albumin, verschiedene poly-
mere Stoffe entwickelt, z.B. Polyiithylenglycol (PEG, Carbo-
wax) gemdss US-PS 3 415 804; Mischpolymere aus Athylen-
oxid und Polyoxypropylenpolymer (Pluronics) gemiiss US-PS
3 850 903 und Deutsche Offenlegungsschrift 2 403 065; so-
wie bestimmte besondere Polyelektrolyte wie vernetzte Athy-
len/Maleinsiureanhydrid-Mischpolymerderivate gemiss
US-PSen 3 554 985 und 3 555 001. Ein Vorteil bei der Ver-
wendung dieser Polymere besteht darin, dass sie bei normaler
Zimmertemperatur verwendet werden kdnnen, und die fiir das
Cohn’sche Athanolfraktionierungsverfahren notwendigen
niedrigen Temperaturen vermieden werden.

Ein weiteres Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten
Serumalbumins verwendet die selektive Denaturierung von
Serumglobulinen ohne Denaturierung des Serumalbumins
durch Erhitzen in Gegenwart von Caprylat oder anderen Fett-
sdureanionenstabilisatoren, wie dies in den US-PSen 2 705 230
und 2 765 299, J. Biol. Chem. 762, 181-198 (1946) und Blut
30, 121-134 (1975) beschrieben ist. Dieses Verfahren ist zwar
fiir die Herstellung von Albuminfraktionen des PPF-Typs
brauchbar, es ist jedoch nicht allgemein fiir die Herstellung
des stirker gereinigten Serumalbumins in hoher Ausbeute, und
ohne dass die wertvollen Gammaglobuline zerstort werden,
geeignet. Es wird im allgemeinen als Pasteurisationsstufe zur
Erzeugung eines virusfreien Alubuminproduktes ausgefiihrt.

In dem erfindungsgeméssen Verfahren wird eine Serum-
albuminfraktion mit hoher Ausbeute und grossem Reinheits-
grad aus einer Mischung mit anderen Blutproteinkomponen-
ten, z.B. aus Plasma und anderen albuminhaltigen Blutfrak-
tionen, hergestellt, indem man diese mit einem bestimmten
Polymerharz in Kontakt bringt, sie 1 bis 4 Stunden auf 65°C
bis 72°C erhitzt und dabei einen pH von 5,0 bis 5,5 aufrechter-
hiillt und dann das Albumin selektiv bei einem pH von 3,5 bis
4,5 aus der Harz-Proteinmasse auswiischt. Die im Rahmen
dieser Erfindung verwendeten Polymerharze sind mit Di-(C,-
-C,alkylamino-(C,-Calkyl substituierte, vernetzte Dextran-
polymere; solche Verbindungen besitzen eine hohe Albumin-
adsorptionskapazitiit. Kombiniert man bei diesen Dextran-
polymeren die Wirmebehandlung und die Schritte der Ad-
sorption und Auswaschung, dann erhilt man ein Alubumin-
produkt mit wesentlich héherer Reinheit und Ausbeute, als
man sie getrennt bei Anwendung entweder der Wiarmebehand-
lung oder der Adsorptions-Auswaschungsschritte erhiilt. Mit
dem erfindungsgeméssen Verfahren kann Albumin mit mehr
als 909 Ausbeute und 94% Reinheit gewonnen werden.

Das erfindungsgemiiss hergestellte Serumalbumin kann
aus Voliblut, Blutplasma und Serum oder deren albuminhaiti-
gen Fraktionen gewonnen werden. Da die hier angewandte
Wirmebehandlung dazu tendiert, die in dem behandelten Ma-
terial vorhandenen Globuline zu denaturieren, ist es hiiufig
angezeigt, zuniichst bestimmte erwiinschte Globulinfraktio-
nen, wie z.B. die Gammaglobuline, vor der Durchfiihrung des
erfindungsgemissen Verfahrens zu isolieren. Auch andere



wertvolle Blutfraktionen, wie z.B. Gerinnungsfaktoren, AHF
und Prothrombinkomplex, kénnen von dem Plasmaausgangs-
material abgetrennt werden, bevor das erfindungsgemisse Ver-
fahren begonnen wird. Diese Fraktionen konnen mit den {ib-
lichen bekannten Verfahren abgetrennt werden.

Die in dieser Erfindung verwendeten mit Di-(C,-C,)alkyl-
amino-(C,-C,alkyl substituierten, vernetzten Dextranpoly-
mere sind in der US-PS 3 227 025 beschrieben. Diese Stoffe
werden hergestellt, indem man eine geeignete funktionelle
Di-(C,-Cpalkylamino-(C,-C,)alkylgruppe, wie z.B. die funk-
tionelle Didthylaminoéthylgruppe (DEAE) in das vernetzte
Dextran einfiihrt.

Das vernetzte Dextran, im Handel als Sephadex erhiiltlich,
ist ein hydrophiles Mischpolymerisationsprodukt mit hohem
Molekulargewicht, das man durch Umsetzung von Dextranen
mit bifunktionellen organischen Stoffen, die mit der Hydroxyl-
gruppe der Dextrane reagieren konnen, erhélt. Dies ist in der
US-PS 3 042 667 beschrieben. Die Vernetzung der Dextran-
kette ergibt ein dreidimensionales Polysaccharidnetz, an das
die DEAE-Gruppe oder eine andere funktionelle Gruppe
durch Atherbriicken an die Glukoseeinheiten der Dextran-
kette angehiingt werden. Das vernetzte DEAE-Dextran ist
im Handel als DEAE-Sephadex A-25 und A-50 erhiltlich.
A-25 ist stiirker als A-50 vernetzt und hat deshalb eine ge-
ringere Porositit. Diese Stoffe wurden bisher bei der chroma-
tographischen Abtrennung von Albumin aus mechanischem
Blutserum [Experientia, 30 (6), 608-610 (1974)] und bei der
Gewinnung anderer Blutproteine, wie z.B. der Immunglobu-
line verwendect. wie dies in Arch. Biochem. Biophys. 108,
514-522 (1964), 134.279-284 (1969): Vox Sang. 23 (4), 279-
290 (1972 und der US-PS 3 869 436 beschrieben ist, ferner
bei der Gewinnung von Prothrombin gemiiss Vox Sang. 25
(2), 113-123 (1973) und US-PS 3 920 625.

In einer neueren Belgischen Patentschrift 832 527 wird
DEAE-Dextran als brauchbar bei der Herstellung einer sehr
reinen Albuminfraktion beschrieben. In dem beschriebenen
Verfahren wird das Blutplasma mit dem Harz in Kontakt ge-
bracht, darauf foigt Auswaschen und Wiirmebehandlung der
ausgewaschenen Losung in Gegenwart von Acetyltryptophan
oder von Fettsiiuren mit mittlerer Kettenliinge. Das Verfahren
ist brauchbar, es hat jedoch nicht den Vorteil, dass die dena-
turierten Globuline von dem Albumin abgetrennt werden,
was durch die Wiirmebehandlung des Harz-Proteingemisches
in dem erfindungsgemiissen Verfahren erleichtert wird.

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgemiissen Verfahrens
werden die oben beschriebenen Harz-Dextranpolymere ins-
besondere mit Blutplasma oder Serum oder albuminhaltigen
Blutfraktionen vermischt, und zwar vorzugsweise in einer
Konzentration von etwa 1%¢ bis 5% Polymer. Durch Einstel-
len des pH des Harz-Proteingemisches auf verschiedene
Werte konnen ausgewiihlte Proteine zuerst entfernt werden.
Bei einem pH von 5.5 bis 7,5 werden Albumin, z- und $-Glo-
buline und Fibrinogen von dem Harz adsorbiert, wiihrend
cin grosserer Teil der Gammaglobuline nicht adsorbiert wird
und aus dem Uberstand fiir therapeutische Zwecke gewonnen
werden kann. Dicse anfiingliche Abtrennung von Gammaglo-
bulin wird vorzugsweise bei cinem pH von etwa 6 durchge-
fithrt. Ein Teil der adsorbierten %- und 3-Globuline und des
Fibrinogens kann dann durch Einstellen des pH des Harz-
Proteingemisches auf etwa 4,7 und Sammeln des adsorbierten
Uberstandes gewonnen werden.

Das Harz-Proteingemisch wird dann auf einen pH von
5,0 bis 5,5 eingestellt und eine bis vier Stunden auf 65°C bis
72°C erhitzt. Vorzugsweise wird der pH auf etwa 5,2 bis 5,3
eingestellt und das Harz-Proteirgemisch etwa | Stunde auf
etwa 70°C erhitzt.

Wiihrend der Wiirmebeh indlung werden die restlichen
Globuline, und zwar hauptsi chlich die - und 3-Globuline,
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denaturiert, wihrend das Albumin nicht denaturiert wird und
leicht gewonnen werden kann.

Anschliessend an die Wiarmebehandlung wird der pH auf
3,5 bis 4,5 eingestellt, so dass man das gewiinschte Albumin
aus dem Harz-Proteingemisch auswaschen kann. Vorzugs-
weise wird das Harz-Proteingemisch vor der pH-Einstellung
gekiihlt und der pH wird dann auf etwa 4 eingestellt.

Die Albumingewinnung kann mit einer Reihe von Trenn-
verfahren erfolgen, so z.B. durch Sedimentierung, Filtrierung
oder Zentrifugierung, vorzugsweise jedoch durch Filtrieren
des pH-eingestellten Harz-Proteingemisches, Waschen des
Filterkuchens und Sammeln des Filtrats in Form der stark
gereinigten Albuminfraktion.

Die Einstellung des pH auf den gewiinschten Wert wih-
rend des beschriebenen Verfahrens kann durch Behandlung
mit sauren oder alkalischen Puffern, die klinisch vertraglich
sind, erfolgen, z.B. mit Natriumacetat-Essigsdurepuffer oder
Zitronensiure zur Ansduerung, oder mit Natriumcarbonat
oder Natriumhydroxid zur Erh6hung der Alkalinitét.

Vorzugsweise werden auch bekannte Albuminstabilisato-
ren wie Natriumacetyltryptophanat und Natriumcaprylat
wiihrend der Wirmebehandlung in das Harz-Proteingemisch
aufgenommen.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung néher er-
ldutern.

Beispiel 1

In diesem Beispiel wurde als Polymerharz DEAE-Sepha-
dex A-50 verwendet, das ein im Handel erhiltliches, mit Di-
dthylamino#thyl substituiertes vernetztes Dextranpolymer ist.
Zunichst wurde das Polymerharz in 0,04 mol/I NaCl gewa-
schen. Plasma aus konserviertem menschlichen Blut wurde
mit 3 Teilen Wasser auf 1 Teil Plasma verdiinnt und dann mit
2 Gew.-% des gewaschenen Harzes (2 g/100 ml) vermischt.
Das Harz-Plasmagemisch wurde auf den pH 6 eingestellt, 30
Minuten gemischt, gefiltert und dann mit 0,002 mol/1 NaCl
gewaschen. Das Filtrat, das vorwiegend aus Gammaglobuli-
nen, 8-Globulinen, Fibrinogen und assoziierten Blutfaktoren
bestand, wurde von dem verbleibenden Harz-Proteinfilter-
kuchen abgetrennt. Dieser Harz-Proteinfilterkuchen, der das
adsorbierte Albumin enthielt, wurde auf den pH 5,2 ange-
siuert. Dem vom Harz adsorbierten Protein wurde soviel Na-
triumcaprylatstabilisator zugemischt, dass eine 0,012 mol/I
Konzentration entstand, ferner wurde NaCl bis zu einer
0,002 mol/1 Konzentration zugegeben. Das vom Harz adsor-
bierte Protein wurde dann 1 Stunde auf 70°C erhitzt. Die
Suspension wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt, anschlies-
send wurde das Material filtriert und das Filtrat beseitigt. Das
Albumin wurde aus dem verbliebenen Harz-Proteinfilter-
kuchen durch Ansiuern mit Zitronensiure auf pH 4,0 in
0,002 mol/1 NaCl, anschliessendes halbstiindiges Mischen und
Abfiltrieren ausgewaschen. Das Filtrat bestand aus der ge-
wiinschten Albuminfraktion, die Ausbeute betrug 91,5 %
{bezogen auf die Albuminkonzentration im Originalplasma),
die Reinheit lag bei 95,2¢¢. Die Reinheit des Albumins des
aus dem Harz ausgewaschenen Produkts wurde mittels Aga-
rosegel-Elektrophorese in einem Veronal-Puffer bei pH 8,6 mit
cinem Corning ACI Elektrophoreseapparat bestimmt. Bei die-
ser Bestimmung wurde ein Coomassie Brilliant Blue R 250
(C.1. 42660) Fiirbeverfahren praktisch in Ubereinstimmung
mit dem von Fazekas de St. Groth et al. in Biochem. Biophys.
Acta 71, 377-391 (1963) beschriebenen Verfahren angewandt,
und fiir die Ablesungen wurde ein Gelman ACD-15 Densito-
meter bei 600 nm verwendet. Coomassie Brilliant Blue R 250
ist ein Proteinfiirbemittel mit grosser Sensitivitit, das sich bis
zu 20 pg/cm Cuvettenbreite nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetzt verhilt und bis 0,5 pg/cm Cuvettenbreite empfindlich
ist. Aufgrund dieser Empfindlichkeit kann man mit Coomas-
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sie Brilliant Blue R 250 Proteinverunreinigungen in dem Al-
buminprodukt in einem hohen Mass feststellen und die durch-
gefiihrte Messung bestitigt die Herstellung eines Alubumin-
produktes von grosser Reinheit.

Beispiel 2
Das Verfahren von Beispiel 1 wurde wiederholt, jedoch
wurde als Ausgangsplasma ein von AHF befreites Plasma ver-
wendet. Ausbeute und Reinheit des Albuminproduktes waren
praktisch die gleichen wie in Beispiel 1.

Beispiel 3

Das Verfahren von Beispiel 1 wurde wiederholt, jedoch
wurde nach dem ersten Filtrieren und vor der Wirmebehand-
lung eine Zwischenstufe zur Entfernung von weiteren Globu-
linen und von Fibrinogen aus dem Plasma eingefiigt. In dieser
Zwischenstufe wurde der Harz-Proteinfilterkuchen aus der
ersten Filtrierung mit Zitronensiure auf einen pH von 4,7 in
0,002 mol/1 NaCl eingestellt und 30 Minuten gemischt. Das
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Gemisch wurde filtriert, gewaschen und anschliessend der
Wirmebehandlung und den nachfoigenden Schritten von Bei-
spiel 1 unterzogen. Das Filtrat aus der Behandlung bei pH 4,7
enthielt a- und -Globuline sowie Fibrinogen, die fiir ver-
schiedene bekannte therapeutische oder diagnostisches Zwecke
zuriickbehalten werden knnen. Ausbeute und Reinheit des
endgiiltigen Albuminproduktes waren praktisch die gleichen
wie in Beispiel 1.

Anschliessend an die erfindungsgemiisse Gewinnung des
gereinigten Albuminproduktes kann das Albumin bis zu
einem gewiinschten Grad konzentriert und das konzentrierte
Produkt kann auf einen physiologisch vertriglichen pH und
Elektrolytgehalt eingestellt werden; ferner kann es zur Virus-
zerstorung erhitzt und durch Filtrieren oder #hnliche Ver-
fahren geklédrt werden, so dass es klinisch brauchbar ist. Bei-
spiele fiir brauchbare Konzentrationsverfahren, die verwendet
werden konnen, sind 1. Lyophilisierung, mit nachfolgender
Wiederaufl6sung bis zu dem gewiinschten Grad, wie 5% oder
25%, und 2. Ultrafiltration.
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