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62 Material zur Entfernung von Immunkomplexen aus dem Blut oder aus Plasma.

62 Das Material dient zur Entfernung eines Immunkom-
plexes aus dem Blut oder Plasma. Das Mittel kann bei
Immunkomplexkrankheiten, wie rheumatoide Arthritis
oder systemisches Erythematosus, verwendet werden.
Es enthilt als wirksames Mittel ein Pepsin oder ein
pepsinartiges Siugetierleukozytenenzym. Das .Enzym ist
an einen pharmazeutisch annehmbaren Tréger gebunden.
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PATENTANSPRUCHE
1. Material zur Entfernung von Immunkomplexen aus
dem Blut oder aus Plasma, dadurch gekennzeichnet, dass es

einen pharmazeutisch annehmbaren Triger und ein wirksa-

mes Mittel aus der Gruppe von Pepsin und einem pepsinarti- s

gen Sdugetierleukozyten-Enzym auf dem Trager immobili-
siert enthlt.

2. Material nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass es Human-Urin-Pepsin enthlt. ,

3. Material nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass es Pepsin eines nicht-humanen Tieres enthilt.

4. Material nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Tréger aus der Gruppe von Sepharose,
Agarose und Glasperlen gewihlt ist.

5. Material nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Tréger eine Filtermembrane eines kiinstli-
chen Dialysators umfasst.

6. Material nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Tréiger die Innenfliche einer R6hre um-
fasst.

BESCHREIBUNG
Technisches Gebiet
Die Erfindung betrifft ein Material zur Entfernung von
Immunkomplex aus dem Blut oder aus Plasma.

Stand der Technik

Autoimmunstérungen oder Immunkomplexkrankheiten,
wie rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythemato-
sus (SLE) und Lupus Nephritis, sind, wie die Namen zeigen,
Storungen, die durch einen Komplex verschiedener Antikor-
per und Antigene, d.h. einem Immunkomplex, verursacht
werden. Die Mechanismen von Immunkomplexkrankheiten
sind derart kompliziert, dass verschiedene Punkte noch im-
mer der Aufklirung harren, jedoch wird vermutet, dass diese
Krankheiten wie folgt ablaufen:

Wenn Gewebe durch bakterielle oder virale Infektion be- 40

schadigt werden, werden Antikorper gegen neu gebildete
Autoantigene oder viral infizierte Zellen gebildet, die mit
dem entsprechenden Antigen zu Immunkomplexen reagie-
ren. Da diese Inmunkomplexe das Komplementsystem und
die Blutpldttchen aktivieren, werden vasoaktive Substanzen,
wie Histamin und Serotonin, freigesetzt und die Permeabili-
tét der Blutgefasse wird erhoht. Dann treten die im Kreislauf
befindlichen Immunkomplexe in die Gefiisswand, deren Per-
meabilitdt erh6ht wurde, ein und setzen sich entlang der Ba-
salmembarane. An der Stelle der abgelagerten Immunkom-
plexe sammeln sich polymorphonukleare Leukozyten, infol-
ge der auf Leukozyten wirksamen chemotaktischen Fakto-
ren, die durch die Umsetzung des Komplementes mit den
abgelagerten Immunkomplexen gebildet wurden. Die poly-
morphonuklearen Leukozyten, die mit den Immunkomple-
Xen reagieren, setzen verschiedene gewebeschidigende Sub-
stanzen, wie Cathepsin D und E, Kollagenase, Elastase und
Permeabilitétsfaktoren, frei, wobei diese Substanzen dann
das Gewebe schidigen. Bei Patienten mit Immunkomplex-
krankheiten, wie SLE, ist der Komplementgehalt im Serum
im allgemeinen niedrig und die Verschlechterung des Krank-
heitszustandes steht in enger Bezichung mit der Abnahme
des Komplementgehaltes. Es wird vermutet, dass diese Ab-
nahme durch den starken Verbrauch des Komplementes an
der Stelle der Reaktion zwischen Antigenen und Antikdr-
pern, z.B. in den Nieren und Blutgefissen, verursacht wird.
Weiterhin besteht eine Beziehung zwischen Immunkomple-
xen und Blutkoagulationssystemen und es wird vermutet,

<

W

(=]

v

dass Immunkomplexe durch verschiedene Mechanismen
ernste Symptome verursachen, z. B. Beschleunigung der Fi-
brinoidablagerung auf den beschidigten Geweben.

Gegenwirtig werden zur Behandlung dieser Immunkom-
plexkrankheiten zusétzlich zur medikamentdsen Behandlung
mit Steroiden, immunsuppressiven Mitteln, entziindungs-
hemmenden Mitteln usw., Physiotherapie und Plasmaersatz-
therapie angewendet. Insbesondere ist die Plasmaersatzthe-
rapie eine der zuverldssigsten Behandlungsmethoden zur
Entfernung eines Immunkomplexes, d.h. eines pathogenen
Faktors, jedoch werden die Vorteile dieser Methode nicht
genugend ausgeniitzt, da Schwierigkeiten bei der Beschaf-
fung des notwendigen Plasmas fiir den Plasmaersatz beste-
hen.

Darstellung der Erfindung

Die Erfinder haben viele und intensive Untersuchungen
zur Entwicklung eines Materials, welches die gleiche Wirk-
samkeit wie die Plasmaersatztherapie aufweist, jedoch kei-
nen Plasmaersatz erfordert, ausgefiihrt. Sie haben nun ge-
funden, dass Pepsin und ein pepsinartiges Enzym, dasin
Saugetierleukozyten enthalten ist, bei einem neutralen pH-
Bereich, ohne Schidigung normaler Plasmaproteine, Im-
munkomplexe spezifisch zersetzt. Aufgrund dieses Befundes
haben sie eine Erfindung ausgearbeitet, die ein Mittel zur Be-
handlung von Immunkomplexkrankheiten, enthaltend die-
ses Enzym, das in der JP-Patentanmeldung Nr. 18429/1981
(PCT/JP82/00037) beschrieben ist, als wirksame Komponen-
te betrifft. Das erfindungsgemésse Material stellt eine Ver-
besserung gegeniiber dem vorhergehenden dar und ermog-
licht die Entfernung eines Immunkomplexes ohne Schidi-
gung der inherenten Funktionen von Plasmaproteinen. Da-
bei wird das Plasma eines an einer Immunkomplexkrankheit
leidenden Patienten mit dem erfindungsgeméssen Material
behandelt.

Da das Hauptziel der Plasmaersatztherapie das Entfer-
nen von nicht-dialysierbaren pathogenen Substanzen, insbe-
sondere von Immunkomplexen, aus dem Plasma des Patien-
ten ist, kann die Behandlung des Plasmas des Patienten mit
dem obengenannten immobilisierten Pepsin die gleiche
Wirksamkeit haben wie der Plasmaersatz, ohne dass Plasma
ersetzt werden muss. Beispielsweise wird, wenn das Plasma
cines Patienten mit einer Immunkomplexkrankheit einem
extrakorporalen Kreislauf unterworfen wird, indem das
Plasma durch eine mit dem obengenannten immobilisierten
Pepsin bepackte Siule gefiihrt wird, nur der Immunkomplex
aus dem Plasma entfernt, ohne Beeinflussung der Plasma-
proteine. Da dieses Verfahren die Verwendung von Ersatz-
plasma (vom Patienten oder einer anderen Person) nicht er-

® fordert, kann ausserdem auf die Beriicksichtigung von Ne-

benwirkungen, wie Serumhepatitis oder negative Reaktion
infolge Blutunvertriglichkeit, verzichtet werden.

Das erfindungsgemdss eingesetzte Pepsin ist ein bekann-

ss tes Enzym (Journal of Clinical Investigations, Vol. 27, Seite

818, 1948). Das erfindungsgemisse immobilisierte Pepsin
kann durch Reinigung von im Magen, Blut, Urin etc. von
verschiedenen Tieren vorkommendem Pepsinogen durch
eine geeignete Methode und Fixieren des gereinigten Pepsi-

60 nogens auf einen geeigneten Triger, gefolgt von der Aktivie-

rung des immobilisierten Pepsinogens, durch eine Siurebe-
handlung erhalten werden. Als Pepsin fiir die Herstellung

des erfindungsgemassen, immobilisiertes Pepsin enthalten-
den Materials wird Pepsin humanen Ursprungs bevorzugt,

65 da es das sicherste und wirksamste ist, jedoch kann von an-

deren Tieren als vom Menschen stammendes Pepsin auch
verwendet werden. Als Triiger fiir das Immobilisieren wer-
den Tréger mit kleinerer Proteinadsorptionskapazitit, wie



Sepharose (ein bekanntes Adsorbens, hergestellt von Phar-
macia Fine Chemicals Co.), Agarose, Glasperlen usw., be-
vorzugt. Insbesondere wird an der inneren Fliche einer Fil-
termembrane eines kiinstlichen Dialysators immobilisiertes
Pepsin bevorzugt oder eine Rohre, wie eine Nylonrohre, an
die Pepsin direkt fixiert werden kann, kann fiir das Immobi-
lisieren beniitzt werden. Fiir die Immobilisierung knnen be-
kannte Techniken angewendet werden.

Ein immobilisiertes Enzym, enthaltend ein an einen ge-
eigneten Triger fixiertes pepsinartiges oder pepsindhnliches
Enzym, kann auch verwendet werden, wobei das gereinigte
pepsinahnliche Enzym erhalten wird, indem eine iiberstehen-
de Fliissigkeit von homogenisierten Leukozyten eines Sduge-
tieres durch eine mit 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,3) aquili-
brierte DEAE-Cellulosesiule geleitet wird, um das pepsin-
ihnliche Enzym in der Sdule zu adsorbieren, das Enzym mit
dem gleichen Puffer, enthaltend 0,5 M Natriumchlorid, elu-
iert und das Eluat auf Sephadex G-100, das mit 0,9%-iger
physiologischer Kochsalzlosung gequollen wurde, gelchro-
matographiert wird.

Beispielsweise kann nach der Methode von Seijffers et al
(American Journal of Physiology, Vol. 206, Seite 1106, 1964)
das immobilisierte Enzym, durch Durchleiten von Human-
Urin durch eine DEAE-Celluloseséule, die mit 0,1 M Ace-
tatpuffer (pH 5,3) dquilibriert wurde, zum Adsorbieren des
Pepsinogens an der Siule, und dann Eluieren des Pepsino-
gens mit dem gleichen Puffer, enthaltend 0,3 M Natrium-
chlorid, Konzentrieren des Eluates, weitere Reinigung des
Konzentrates durch Gelchromatographie unter Verwendung
von mit 0,9%-iger physiologischer Salzlésung gequollenem
Sephadex G-100 und Kuppeln des gereinigten Produktes an
Sepharose unter Verwendung von Cyanbromid, hergestellt
werden, wobei immobilisiertes Pepsinogen erhalten wird, das
nachfolgend unter sauren Bedingungen aktiviert wird.

Bei der Entfernung der Immunkomplexe aus dem Blut
wird vorteilhaft ein sogenannter extrakorporaler Kreislauf
angewendet, wobei das Blut eines an einer Immunkomplex-
krankheit leidenden Patienten in einem extrakorporalen
Kreislauf gefiihrt und entweder das ganze Blut mit dem
obengenannten immobilisierten Pepsin behandelt wird; oder
nur das vom Blut durch einen Plasmaseparator getrennte
Plasma mit dem vorhergenannten immobilisierten Pepsin be-
handelt und mit den abgetrennten Blutzellenbestandteilen
rekombiniert wird, wobei das behandelte Blut in den Korper
zuriickgefiihrt wird. Die Behandlung mit dem immobilisier-
ten Pepsin wird entweder durch Perfundieren des mit dem
Plasmaseparator abgetrennten Plasmas durch eine mit an
Sepharoseteilchen fixiertem Pepsin beladene Siule oder der-
gleichen oder durch Perfundieren von Blut oder Plasma
durch eine hohle Rohre, welche an ihrer Innenfliche immo-
bilisiertes Pepsin trigt, ausgefiihrt. J edoch konnen auch an-
dere Methoden Anwendung finden.

Fiir den extrakorporalen Blutkreislauf wird vorteithaft
ein Apparat mit einer Pumpe fiir den Blutausstoss, einem
Plasmaseparator fiir die Abtrennung von Plasma von den
Blutzellen und einer Kontrolivorrichtung fiir die Kontrolle
der genannten Einrichtungen verwendet. Als solcher Appa-
rat kann ein kiinstlicher Leberhilfsapparat von einem abge-
trennten Plasmaperfusionstyp Verwendung finden (Noboru
Inoue: Chiryogaku (Therapeutics), Vol. 5, Seite 477, 1980).
Bei dieser Methode werden im allgemeinen 1 bis 100 mg,
vorzugsweise 5 bis 50 mg, des immobilisierten Pepsins vor-
teilhaft fiir 100 ml Blut verwendet. Die Menge des immobili-
sierten Pepsins kann jedoch vorteilhaft nach dem Gehalt an
Immunkomplex variiert werden. Die Erfindung wird nun im
einzelnen anhand der Beispiele veranschaulicht.
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Bester Weg zur Ausfiithrung der Erfindung
Beispiel 1

150 ml Sepharose 4B wurden mit destilliertem Wasser
auf 300 ml aufgefiillt und der pH-Wert des erhaltenen Gemi-
sches wurde mit einer 6 N Natriumhydroxidlosung auf
11,0eingestellt. Der Mischung wurden dann 300 ml 2,5%-
iges Cyanbromid zugegeben und der pH-Wert des Gemi-
sches wurde wihrend 30 Minuten zwischen 11,0 und 11,5 ge-
halten, wihrenddem die Temperatur bei 16 °C gehalten wur-
de. Die Sepharose wurde mit destilliertem Wasser und mit
einer 0,1 M Natriumbicarbonatlosung, die beide vorgingig
auf 5 °C abgekiihlt wurden, gewaschen, um das Cyanbromid
zu entfernen. Die Sepharose wurde dann in 300 ml der glei-
chen Losung suspendiert. Zu 300 ml der Suspension wurden
100 mg Humanurinalpepsinogen gegeben und das Gemisch
wurde unter sanftem Rithren bei 5 °C wéihrend 16 Stunden
zum immobilisierten Pepsinogen umgesetzt. Das immobili-
sierte Pepsinogen wurde bei einem pH-Wert von 2,0 wih-
rend 10 Minuten in immobilisiertes Pepsin iibergefiihrt
(1 mg Pepsin pro ml Harz), von dem 100 ml in eine Glasséu-
le (4 x 8 cm) gepackt wurden.

Heparinisiertes Plasma (100 ml) von Patienten mit rheu-
matoider Arthritis und von solchen mit systemischem Lupus
erythematosus, in deren Blut Immunkomplexe nachgewiesen
wurden, wurde durch eine immobilisierte Pepsinsiule, die
vorher auf 37 °C erwirmt worden ist, mit einer Geschwindig-
keit von 30 ml pro Stunde geleitet. Unter Verwendung von
Human IgG Aggregaten als Standardsubstanz wurden die
Mengen an Immunkomplex im Plasma vor und nach der Be-
handlung durch eine hemolytische Reaktion von Schafery-
throzyten unter Verwendung von Meerschweinchenkomple-
menten nach der Methode von Fust et al (Atherosclerosis,
Vol. 29, Seite 181, 1978) bestimmt. Weiterhin wurden die
Mengen von Albumin und y-Globulin im Plasma vor und
nach der Behandlung durch Elektrophorese, unter Verwen-
dung einer Celluloseacetatmembrane (Ikagaku-jikken Koza
(Lectures on Experiments in Medical Chemistry), Vol. 5,
Seite 201, 1973), bestimmt. In den Tabellen 1 und 2 werden
die Resultate dieser Messungen dargestellt.

Tabelle 1
Krankheit Plasma-Nr. Immunkomplexgehalt (ug/ml)
Vor der Nach der
Behandlung  Behandlung
Rheumatoide 1 184 63
Arthritis 2 125 kleiner als 50
3 134 Kkleiner als 50
Systemischer 1 403 123
Lupus 2 253 - 71
erythematosus 3 196 kleiner als 50
Tabelle 2
Krankheit Plasma- Albumin (g/dl) v-Globulin (g/dl)
Nr.
Vorder Nachder vorder Nachder
Behand- Behand- Behand- Behand-
lung lung lung lung
Rheumatoide 1 4.3 43 08 0.8
Arthritis 2 4.9 49 1.0 1.0
3 5.0 5.0 1.2 1.2
Systemischer 1 4.8 48 1.3 1.3
Lupus erythe- 2 5.0 5.0 1.3 1.3
matosus 3 5.1 5.1 1.2 12




664 496

Nach Durchleiten des Plasmas durch die immobilisierte
Pepsinsdule nahm der Gehalt an Immunkomplex im Plasma
im Fall von beiden Krankheiten ab, wahrenddem normale
Plasmaproteine keine Anderung erlitt.

Beispiel 2

500 mg aminopropylierte Glasperlen wurden in 10 ml
Wasser suspendiert und der pH-Wert der Suspension wurde
mit einer wissrigen 5 N Natriumhydroxidlésung auf 10 ein-
gestellt. Zur Suspension wurden 15 ml einer Tetrahydrofu-
raniésung, enthaltend 1,5 g Cyanbromid, gegeben und der
PH-Wert des Gemisches wurde wihrend 10 Minuten unter
Zugabe einer wissrigen 5 N Natriumhydroxidlésung in ge-
eigneten Intervalen auf 10 gehalten. Die Glasperlen wurden
durch Filtrieren gesammelt und mit einer 0,1 M Natriumbi-
carbonatlosung gewaschen. Die derart behandelten Glasper-
len wurden einem gemischten Lésungsmittel, bestehend aus
25 ml einer wéssrigen 0,1 M Natriumbicarbonatlésung und
25 ml Methanol, das 3 Mole Methyl-11-aminoundecanoat-
hydrochlorid enthielt, suspendiert und die Suspension wurde
liber Nacht bei 4 °C und einem pH-Wert von 9 gehalten und
umgesetzt. Die Glasperlen wurden durch Filtrieren gesam-
melt, mit Wasser und Methanol gewaschen und in 20 ml ab-
solutem Methanol suspendiert. Zu der Suspension wurde
1 ml Hydrazinhydrat gegeben und das Gemisch wurde wah-
rend 3 Stunden geriihrt. Die Glasperlen wurden mit Metha-
nol, 0,1 N Salzsdure und Wasser in der genannten Reihen-
folge gewaschen. Dann wurden die Perlen in 20 ml | N Salz-
sdure suspendiert. Zu der Suspension wurden 280 mg Natri-
umnitrit gegeben und das Gemisch wurde unter Riihren bei
0°C wihrend 20 Minuten umgesetzt.

Nach Beendigung der Umsetzung wurden die Glasperlen
mit einer kleinen Menge Wasser gewaschen und in 20 ml ei-
ner wassrigen 0,1 M Natriumbicarbonatlésung (pH 8) sus-
pendiert. Schweinepepsinogen (50 mg) wurde zu der Suspen-
sion gegeben und darin gel6st und das Gemisch wurde unter
Riihren bei 4 °C iiber Nacht umgesetzt. Das derart erhaltene
immobilisierte Pepsinogen wurde wihrend 10 Minuten bei
einem pH-Wert von 2 zum immobilisierten Pepsin aktiviert,
das dann in 10 ml einer 0,15 M physiologischen Kochsalzls-
sung suspendiert und in eine Glassiule (I x 8 cm) gepackt
wurde. Heparinisiertes Plasma (10 ml), enthaltend ein Im-
munkomplex von je einem an rheumatoider Arthritis bzw.
an Lupus erythematosus leidenden Patienten, wurde durch
diese Sdule mit einer Geschwindigkeit von 3 ml pro Stunde
geleitet. Der Immunkomplexgehalt des Plasmas und die
Charakteristika anderer Plasmaproteine vor und nach der
Behandlung wurden auf die gleiche Art wie in Beispiel 1 ge-
prift. Die Tabellen 3 und 4 zeigen die erhaltenen Resultate.

Nach Durchleiten des Plasmas durch die Sule mit dem
immobilisierten Pepsin nahm der Immunkomplexgehalt im
Plasma bei beiden Krankheiten ab, wihrenddem die norma-
len Plasmaproteine keine Anderung zeigten.
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Tabelle 4
Krankheit Plasma- Albumin (g/dl) v-Globulin (g/dI)
Nr.
Vorder Nachder Vorder Nach der
Behand- Behand- Behand- Behand-
lung lung lung lung
Rheumatoide 1 4.8 4.8 0.9 0.9
Arthritis 2 4.7 4.7 1.0 1.0
3 5.0 5.0 1.0 1.0
Systemischer 1 4.8 4.8 1.2 1.2
Lupus 2 5.1 5.1 1.2 1.2
erythematosus 3 5.0 5.0 1.2 1.2
Beispiel 3

Eine Nylonrdhre von 15 cm Léinge (Innendurchmesser
3 mm) wurde in ein Wasserbad, das bei 35°C gehalten wur-
de, eingetaucht. Der Innenraum der RShre wurde mit 4,5 N
Salzsure gefiillt und die R6hre wurde wihrend 15 Minuten
der Reaktion unterworfen. Die Innenseite der Rohre wurde
mit destilliertem Wasser und mit 0,2 M Natriumbicarbonat-
16sung (pH 9,4) gewaschen. Der Innenraum der Réhre wur-
de dann mit einer 5%-igen Glutaraldehydlésung, die in der
vorherigen Losung geldst wurde, gefiillt und die Réhre wur-
de wihrend 20 Minuten der Umsetzung unterworfen. Die
Innenfliche der R6hre wurde mit 0,05 M Phosphatpuffer
(pH 8,0) ausreichend gewaschen und 5 mg im Phosphatpuf-
fer gelostes Rattenuropepsinogen wurden mit einer Ge-
schwindigkeit von 0,2 ml/min. wihrend 2 Stunden zur Fixie-
rung des Pepsinogens an der Innenfliche der Rohre durch
letztere zirkuliert. Die Innenfliche der Réhre wurde dann
durch Behandlung mit einer Salzsdurelosung vom pH 2 wiih-
rend 10 Minuten aktiviert, um das Pepsinogen in das immo-
bilisierte Pepsin zu iiberfiihren.

Nach dem Verfahren von Suzuki et al (Folia Pharmaco-
logica Japonica, Vol. 68, Seite 572, 1972) wurde Anti-
Rattennieren-Kaninchenserum mit einer Dosierung von
5 ml/kg intravends Gruppen von 6 ménnlichen Wistar-
Stamm-Ratten zur Erzeugung von Nephritis injiziert. 21
Tage nach Erzeugung von Nephritis wurden zwei mit Hepa-
rin behandelte Injektionsnadeln in die Jjugulare Vene jeder
Ratte eingefiihrt und befestigt, um durch Verbinden der zwei
Injektionsnadeln mit der oben beschriebenen Rohre einen
extrakorporalen Kreislauf herzustellen. Der Kreislauf wurde
mit einer Geschwindigkeit von 2 mi pro Stunde wihrend 4
Stunden aufrechterhalten. Als Kontrolle wurde eine Rhre
ohne immobilisiertes Pepsin in der gleichen Weise eingesetzt.

® Die Gehalte an Immunkomplexen im Blut wurde nach dem

extrakorporalen Kreislauf in der gleichen Weise wie in Bei-
spiel 1 bestimmt. Tabelle 5 zeigt die Resultate.

Durch den Kreislauf des Blutes durch die Réhre, an de-

ss ren Innenflidche immobilisiertes Pepsin fixiert war, wurde der

Immunkomplexgehalt im Blut bemerkenswert vermindert,

Tabelle 3

Krankheit Plasma-Nr.  Immunkomplexgehalt (ng/ml)

Vor der Nach der P

Behandlung  Behandlung Tabelle 5
Rheumatoide l 193 58 Immunkomplexgehalt
Arthritis 2 167 65 (ng/ml)

3 143 kleiner als 50
) 65 Kontrollgruppe 283429

Systemischer 1 353 134 Immobilisierte Pepsingruppe 195+ 11*
Lupus 2 296 88
erythematosus 3 199 kleiner als 50 *p < 0,05
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Beispiel 4 lysators vom Hohlfasertyp (Dow-4 Cordis) unter der Ver-
Ein Plasmaseparator vom Filtrationstyp mit hohlen Cel-  wendung von Cyanbromid fixiert und dann mit Salzsdure
luloseacetatfiden wurde in die kubitale Vene von 5 erwach- vom pH-Wert 2,0 wihrend 10 Minuten aktiviert, um das
senen, mit Pentobarbital anisthesierten, Hunden eingesetzt Pepsinogen in immobilisiertes Pepsin zu iiberfiihren. In fiinf
(Korpergewicht: 10 bis 15 kg). Die gemdss Beispiel 1 herge- s Fillen wurden je 200 ml heparinisiertes Blut, enthaltend Im-
stellte Saule mit immobilisiertem Pepsin wurde an einen he- munkomplexe, durch einen kiinstlichen Dialysator mit einer
parinisierten Perfusionskreislauf fiir Plasma angeschlossen Geschwindigkeit von 10 ml pro Minute im Kreislauf. gefiihrt.

und das Plasma wurde in den Kreislauf mit einer kontrollier-  Als Kontrolle wurde ein kiinstlicher Dialysator ohne immo-
ten Fliessgeschwindigkeit von 30 ml pro Stunde mittels einer  bilisiertem Pepsin in der gleichen Weise verwendet. Nach 2

Pumpe mit einstellbarer Fliessgeschwindigkeit (Perista pump 10 Stunden des Kreislaufes wurde das Plasma abgetrennt und

Ato) eingefiihrt. Das Plasma, das durch die Sdule mit dem der Gehalt an Immunkomplex wurde nach der. Methode ge-
immobilisierten Pepsin gefiihrt wurde und die abgetrennten miss Beispiel 1 bestimmt. Die Resultate werden in Tabelle 7
Blutzellenbestandteile wurden kombiniert und durch einen dargestellt.

extrakorporalen Kreislauf, der mit der kubitalen Vene an Nach Zirkulieren des Blutes durch das immobilisierte

der anderen Seite gebildet wurde, in den Korper zurtickge- 15 Pepsin war der Gehalt an Immunkomplex im Blut merklich
fithrt. 40 mg/kg eines 15slichen Immunkomplexes (hergestellt  vermindert.
aus Human IgG und anti-human IgG Kaninchen Antikor-

per im Verhéltnis 4:1) wurden intravends in die Femoralve- Tabelle 7
ne mit einer kontinuierlichen Infusionsspritze (Truth A—1II
Typ) wihrend 3 Stunden intravends injiziert. Als Kontrolle 20 Immunkomplexgehalt
wurde eine Siule mit Sepharose ohne immobilisiertem Pep- (ug/ml)
sin in der gleichen Weise verwendet. 3 Stunden nachdem der
extrakorporale Kreislauf eingesetzt wurde, wurde der Gehalt  Kontrollgruppe 203+19
des Immunkomplexes im Plasma auf die gleiche Weise wiein  Immobilisierte Pepsingruppe 128+17*
Beispiel 1 bestimmt. Die Resultate werden in Tabelle 6 dar- 25
gestellt. *p <005
Nach Durchleiten des Plasmas durch die Séule mit dem
immobilisierten Pepsin hat der Gehalt an Immunkomplex im Wie in den vorangehenden Beispielen beschrieben, ver-
Plasma merkbar abgenommen. mindert das erfindungsgemisse immobilisiertes Pepsin ent-
) 50 haltende Material den Gehalt an Immunkomplex im Blut,
Tabelle 6 ohne die normalen Plasmaproteine in irgendeiner Weise zu
beeinflussen. Folglich kénnen Immunkomplexe aus dem
Immunkomplexgehalt Blut von Patienten mit einer Immunkomplexkrankheit ohne
(ug/ml) Schidigung der physiologischen Funktionen des Blutes
35 durch Behandeln des Blutes oder des Plasmas des Patienten
Kontrollgruppe 343427 mit dem immobilisierten Pepsin, gefolgt von der Riickfiih-
Immobilisierte Pepsingruppe 105 £ 11** rung des behandelten Blutes oder Plasmas durch Perfusion
in den Korper des Patienten, entfernt werden. Dies ist tat-
#p < 0,01 sichlich sehr wichtig, da es bedeutet, dass durch die Verwen-
) 40 dung des immobilisierten Pepsins und des Verfahrens zur
Beispiel 5 Entfernung von Immunkomplexen die gleichen Resultate er-

100 mg von gastrischem Human-Pepsinogen wurden an halten werden kénnen, als mit der Plasmaersatztherapie,
die Innenfliche einer Filtermembrane eines kiinstlichen Dia- ohne dass dabei Plasma ersetzt werden miisste.
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