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Verwendung von Cohn-Oncley-Fraktionen Il/lll
und/oder lll zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zubereitung zur Behandlung und Vorbeugung von

Organmanifestationen bei Autoimmunerkrankungen

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Cohn-Oncley-Fraktionen 11/l sowie
[l zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung zur Behandlung von
Organmanifestationen bei Autoimmunerkrankungen, insbesonders der Glome-

rulonephritis und/oder der Wegenerschen Granulomatose.

Bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen entwickeln sich als Folge der
GiberschiefRenden Produktion von Antikérpern Schaden in verschiedenen Orga-

nen, wie z. B. der Niere.

So ist z. B. der Lupus erythematodes (SLE) eine duflerst schwerwiegende,
ernst zu nehmende Autoimmunerkrankung, die in vielen Fallen zum Tode fihrt.
Dabei werden Antikérper gegen koérpereigene Bestandteile des Zellinneren ge-
bildet, die z.B. bei Gewebelasionen aus der geschlossenen Zelle austreten, da-
bei vom Immunsystem als kdrperfremd angesehen und bekampft werden. Auf
diese Weise entsteht ein fataler Reaktionszyklus. SLE tritt vorwiegend erstmals
bei jungen Frauen auf. Das Auftreten in der Gesamtbevdlkerung betragt ca.
1:2000, bei Frauen zwischen 20 und 30 Jahren ca. 1:700. Dabei entwickelt sich
bei etwa der Halfte der Patienten im Verlauf der chronischen Erkrankung eine

Glomerulonephritis, die friher die haufigste Todesursache des SLE war.

Neben dem charakteristischen sogenannten "Schmetterlings"-Erythem, treten
bei lang andauerndem Krankheitsverlauf haufig schwere Gelenkentztindungen
auf. Auch rekurierende Pleuritiden mit oder ohne Erglisse sind haufig. Schwere

SLE-Erkrankungen werden Gblicherweise mit einer sofortigen Kortikosteroid

Therapie behandelt um Folgeschaden, wie eine hamolytische Anamie, Nieren-



10

15

20

25

30

WO 2008/083680 PCT/DE2008/000043

schaden, Vaskulitis sowie akute ZNS-Beteiligungen abzuschwéachen. Diese
Therapien filhren jedoch bei der Schwere dieser lebensbedrohlichen Erkran-

kung haufig nicht zu befriedigenden Ergebnissen.

Diese generalisierte Autoimmunerkrankung ungeklarter Atiologie geht ublicher-
weise mit Bildung zahlreicher Autoantikorper, Immunkomplexen und Verande-
rungen im Komplementsystem einher. Ubliche klinische Beschwerden sind Ar-
thritiden, Hautentziindungen wie Erytheme, Blutbildveranderungen, Nephritiden,
Pleuritiden, Perikarditiden und Endokarditiden, wie dem Libmann-Sachs-
Syndrom, sowie neurologische und psychische Stérungen. Der Krankheitsver-
lauf ist variabel und endet nach Jahrzehnte langem chronischem Verlauf oft t6d-
lich. In einer besonders schweren Verlaufsform entwickelt sich in der Spatphase
eine Glomerulonephritis. Sie ist eine der schwerwiegendsten Organkomplikatio-
nen bei SLE, welche meist die Hauptursache eines dialysepflichtigen, chroni-
schen Nierenversagens darstellt. Eine besondere Unterform dieser Erkrankung
ist die sog. steroidresistente Glomerulonephritis, welche auch mit hohen Corti-

son Dosen nicht mehr behandelbar ist.

Es ist auch bereits versucht worden diese Erkrankung mit nicht steroidalen An-
tiphlogistika und Immunsuppressiva sowie mit starken Zytostatika zu behan-
deln. So beschreiben beispielsweise T. Witte et al. in "Deutsche Medizinische
Wochenschrift" 118 (1993), 1005 - 1010, eine Bolustherapie mit Cy-
clophosphamid zur Behandlung der Lupusnephritis. Die Cyclophosphamid-
Applikation fiihrt jedoch wie alle Zytostatika zu schweren Nebenwirkungen.

H. A. Austin et al., "New Engl. J Med" 1986; 314:614-9 zeigen, dass zur Be-
handlung der Lupus- bzw. Glomerulonephritis die intravenése Verabreichung
von Cyclophosphamid gegenuber der Behandlung mittels Kortikosteroiden, wie
Prednison, bezuglich der Uberlebensrate Uberlegen ist. Mittels Cyclophospha-
mid ist es méglich, bei einem grolen Teil der Patienten eine Vollremision bzw.

mindestens eine Teilremision zu erreichen.
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Um eine méglichst genaue Diagnose des systemischen Lupus erythematodes
zu ermdglichen, wurde versucht, eine Korrelation von géangigen Laborparame-
tern und klinischer Manifestation der Erkrankung aufzufinden. So beschreiben
T. Witte et al. in "Rheumatol. Int" (1998) 18:85-91, das erhdhte Auftreten von
IgM anti-dsDNA-Antikérpern im Serum von SLE-Patienten. Dabei wurden in
52,3 % der Falle IgM anti-dsDNA-Antikorper gefunden. Dabei zeigte sich, dass
zwischen der Entstehung einer Nephritis und Nierenversagen unter IgM anti-
dsDNA-Antikérpern eine negative Korrelation besteht, weshalb die Autoren
vermuten, dass IgM anti-ds-DNA-Antikorper einen Schutz gegen die Ent-

wicklung einer Lupusnephritis anzeigen.

R. Rieben et al. beschreiben in "Blood", Vol. 93, (1999) 942-951, dass die Zu-
gabe von intravendsen Immunglobulin-Praparationen eine Komplementaktivie-
rung blockiert und somit eine antiinflammatorische Wirkung zeigt. Dabei wird
Humanserum mit seriellen Verdiinnungen von IVIgG sowie 1VIgM inkubiert und
die Komplementbildung mittels eines ELISA's bestimmt. Dabei zeigte sich eine
Dosis-abhangige Inhibierung der Komplementwirkung, weshalb vermutet wird,
dass eine intravendse Verabreichung einer IgM-angereicherten Préaparation als
Komplementar-Therapie in einer antiinflammatorischen Behandlung verwendet
werden koénne. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die intravendse Verabreichung
von IgM-Antikérpern keinerlei klinische Wirkung zeigt.

Es ist auch bereits versucht worden, IgM zur Behandlung des Lupus erythe-
matodes intraperitoneal zu applizieren. Auch diese Verabreichung hat keinerlei
Wirkung gezeigt (Boes M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97:1184-9).

In einer grundlegenden Arbeit beschreibt E. J. Cohn et al. in J. Am. Chem.
SOC. (1946), 68, 459-475 die Auftrennung und die Eigenschaften verschiede-
ner Seren und Plasmaproteine. Darin teilt er verschiedene Prazipitate nach
Fraktionen auf und unterscheidet zwischen den Fraktionen I, II, lil, IV und V.
Diese Fraktionen werden durch steigende Ethanolkonzentrationen bei geringen

lonenstarken und bei zunehmend tieferen Temperaturen zwischen 0 und -5°C
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ausgefilit. Des weiteren beschreibt J. L. Oncley et al. in J. Am. Chem. SOC.
(1949), 71, 541-550 die Abtrennung von Antikérpern, Isoaglutininen, Protrom-
bin, Plasminogen und Lipoproteinen in Subfraktionen aus Humanplasma. Seit
dieser Zeit gelten die Cohn-Oncley-Fraktionen als Standard far Serum- und

Plasmaprodukte.

In Eur. J. Haematol (2005), 74, 101-110 beschreiben Djourmerska et al. das
Auftreten von verschiedenen Immunglobulin-antikérpertypen in gepoolten 1VIg-
Praparationen, welche an die F(ab).-Regionen von Autoantigenen binden uhd
diese dabei maskieren. Des weiteren beschreibt Djourmerska et al. in Scand. J.
Immunol. 61, 357-363 (2005) die Autoreaktivitat von therapeutischen IV-Im-
munglobulinpraparationen, die von den verschiedenen Fraktionstechniken ab-

hangt.

'Die EP 0 413 188 A2 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung intravenos ver-

traglicher Immungobulinpraparate, die chemisch nicht modifizierbar sind und die
mehr als 5% IgM und mehr als 10% IgA bezogen auf den Gesamtimmunglobu-
lingehalt enthalten. Diese so erhaltenden Préparate weisen eine niedrige anti-
komplementare Aktivitat auf. Die Globuline werden dabei mittels einer Cohn-
Oncley-Fraktion II/1il oder Il gewonnen und mittels Anionenchromatographie
aufgereinigt. Verunreinigungen werden bereits bei der Féllung mit 0,5 bis 5%

Oktansaure bei pH 4-6 entfernt.

In der DE 101 21 712 A1 wird die Anwendung von IgM Antikérpern gegen ds-
DNS beim systemischen Lupus erythematodes beschrieben. Dabei wurde ge-
funden, dass die Wirkung von anti-ds-DNS-IgM Antikérpern ausschlieBlich er-

reicht wird, wenn diese subkutan oder intramuskular appliziert werden.

Die Erfindung hat daher zum Ziel, ein einfach zu gewinnendes und leicht ver-
fugbares Mittel zur Behandlung und Vorbeugung von Organmanifestationen bei

Autoimmunerkrankungen bereitzustellen.
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Die Erfindung hat des weiteren zum Ziel, ein solches Mittel zur Behandlung und
Vorbeugung der Glomerulonephritis, insbesonders der primaren Glomerulone-
phritis und/oder der Wegnerischen Granulomatose bereitzustellen. Schlieflich
hat die Erfindung insbesonders auch zum Ziel, ein Mittel bereitzustellen, mit
dem Folgeschaden des Lupus erythematodes, insbesonders der Entwicklung
Glomerulo bzw. Lupus nephritis, vorgebeugt werden kann bzw. bereits aufge-

tretene Symptome gelindert oder ganz beseitigt werden kénnen.

Dieses Ziel wird nun mit den in den Anspriichen definierten Merkmalen erreicht.
Es wurde namlich Uberraschenderweise gefunden, dass in der sog. Cohn-
Oncley-Fraktion II/lll insbesondere Ill Substanzen enthalten sind, welche die
organzerstérenden Antikdrper von Autoimmunerkrankungen, insbesonders der
Glomerulonephritis sowie der Wegenerschen Granulomatose neutralisieren.
Dabei wurde auch gefunden, dass in diesen Fraktionen IgM Antikérper vorlie-
gen, mit denen Organschaden bzw. Organmanifestationen, insbesonders in den
Glomeruli der Niere, behandelt werden kénnen. Eine solche Fraktion enthélt

unter anderen Bestandteilen auch anti-ds-DNS-Antikorper.

Derartige Cohn-Oncley-Fraktionen werden tblicherweise durch Poolen von
Spenderseren erhalten, wobei meist 3.000 bis 10.000 und manchmal sogar bis
100.000 Seren von gesunden Spendern verwendet werden. Derartige gepoolte
Seren enthalten eine Unzahl unterschiedlicher Substanzen, und zwar insbe-
sonders Proteine und Lipoproteine. Sie enthalten auch sog. "natirliche" Anti-
kérper, welche ohne Immunisierung auch bei Abwesenheit eines immunisieren-
den Antigens vom Kérper gebildet werden. Der grofite Teil derartiger Antikbrper
sind IgG, welche in einer Vielzahl von auch intravends applizierbaren Prapara-
ten von verschiedenen Firmen vertrieben werden. "Naturliche" Antikdrper sind
polyreaktiv und binden mit einer Vielzahl unterschiedlicher Antigene. Erfin-
dungsgemaf wurde nun tiberraschenderweise gefunden, dass in solchen Se-
ren auch eine groRere Menge von anti-ds-DNS-Antikérper bzw. Immunmo-
dulatoren vorhanden sind, die in der Cohn-Oncley-Fraktion 1l bzw. 1I/1il bzw. llI

angereichert werden.
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Die Cohn-Oncley-Fraktionierung selbst wird typischerweise durch Erhéhung
des Anteils eines organischen Losungsmittels, Gblicherweise Ethanol, bei ge-
ringer lonenstarke und bei kithlen Temperaturen, Ublicherweise unter 0°C,
durchgefiihrt. Dabei wird die fraktierte Fallung dadurch erreicht, dass das Fal-
lungsmittel in steigenden Konzentrationen zugesetzt wird bzw. die Temperatur

erniedrigt wird.

Ubliche Fallungsmittel sind Alkohole und Polyalkohole, wie Ethanol, Propanol
und Isopropanol sowie Polyole, wie beispielsweise Ethylenglykol oder Propan-
diol. Auch die VerWendung von Ketonen, wie beispielsweise Aceton, ist még-
lich. Weitere Fallungsmittel sind Carbonséauren, insbesonders Cs- bis C12-
Carbonsauren, wobmei C; bis Co, insbesonders die Oktansaure oder auch Ca-

prylsdure besonders bevorzugt werden.

Derartige Fallungslésungen sind tblicherweise gepuffert. Typische Puffer sind
dem Fachmann bekannt, wobei Phosphat-gepufferte Losung bzw. Puffer, wel-
che Phosphate, insbesonders Alkali- und Erdalkaliphosphate, wie beispielswei-
se Di- und Tricalciumphosphat, enthalten, besonders bevorzugt sind. Vorzugs-
weise wird die Fallung in einem sauerlichen Milieu durchgefiihrt, d. h. bei einem
pH < 7,2, wobei pHs < 6, insbesonders < 5,5 bevorzugt sind. Besonders bevor-
zugt sind Fallungen bei einem pH-Wert unter 5, insbesonders unter 4,5, d. h.

bei Werten von ungefahr 4 oder auch noch darunter.

Die jeweils zu verwendende Molfraktion des organischen Fallungsmittels ist
vom Fachmann leicht zu ermitteln und liegt beispielsweise fur das Ethanol zwi-
schen 18 und 40 Vol.-% entsprechend einer Molfraktion von 0,0624 bis 0,163,
wobei eine Molfraktion von 0,0907 +/- 0,015 besonders bevorzugt ist. Ganz be-
sonders bevorzugt ist es, die Fallung gemaf der Gblichen Beschreibung von
Cohn und Oncley bei einer Molfraktion von 0,091 Ethanol in Gegenwart von
Calciumtriphosphat durchzufiihren. Eine weitere bevorzugte.Methode ist die
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Fallung in Gegenwart von Nukleotidphosphat, insbesonders von Polynukleo-

tidphosphaten.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird das Serum und die Fallung
in Gegenwart eines Inaktivierungsmittels fiir Mikroorganismen, pathogene Kei-
me und andere krankmachende Erreger durchgefuhrt. Ein derartig typisches
Inaktivierungsmittel ist beispielsweise B-Propiolakton, welches auch zur Erho-
hung der iV. Vertraglichkeit eingesetzt wird. Selbstverstéandlich kann diese Ver-
traglichkeit auch mit beliebig anderen hierfar geeigneten pharmazeutischen

vertraglichen Mitteln durchgefihrt werden.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden die erfindungsgemaf
verwendeten Cohn-Oncley-Fraktionen mittels chromatographischen Methoden,
wie z. B. Anionenaustauscher, mit Protein A und/oder Protein G immobilisierten
Absorptionsmitteln aufgereinigt bzw. seine Konzentration an den verbleibenden

Bestandteilen, wie anti-ds-DNS IgM erhéht.

Das erfindungsgemaR hergestellte Mittel ist vorzugsweise wenigstens teilweise
von mit ausgefallten IgA sowie IgG Antikdrpern befreit bzw. deren Konzentrati-
on abgereichert. Dies kann z. B. mittels den zuvor genannten erwahnten chro-
matographischen Methoden als auch durch Chromatographie gemaf der Mole-
kilgroRe erfolgen. In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird daher
das erfindungsgemaf hergestellte Mittel von Proteinanteilen mit einem Mole-
kulargewicht < 180 kDa, vorzugsweise < 200 kDa, insbesonders < 300 kDa,

befreit.

Das erfindungsgemaf erhaltene Mittel ist sowohl intravenés als auch subkutan,
intramuskular, intrapleural bzw. intraperitoneal applizierbar. Es hat sich gezeigt,
dass mittels geeigneter Verabreichungsmethoden und Galenischer Verarbei-
tung das erfindungsgemaBe Mittel auch oral applizierbar ist. Dabei wird es vor-
zugsweise derart verarbeitet, dass mittels, dem Fachmann bekannten Verfah-

ren, eine Verdauung bzw. ein Abbau mittels Proteasen oder anderen Denaturie-
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rungen im oberen Intestinalbereich, insbesonders im Magen und im Pankreas,
vermieden wird. Obwohl es sich gezeigt hat, dass bei einer subkutanen bzw.
intramuskuldren oder intraperitonealen Verabreichung das erfindungsgeman
hergestellte Mittel besonders gut wirkt, ist es auch ohne weiteres intravenos
applizierbar, wodurch es bei Bedarf sowohl rasch als auch in gréfieren Dosen
verabreicht werden kann, wie sie bei der intramuskularen bzw. subkutanen

Verabreichung nicht mdglich sind.

Das erfindungsgeman hergestellte pharmazeutische Mittel eignet sich insbe-
sondere auch zur Komplementartherapie zusammen mit anderen bekannten
Mitteln zur Behandlung des SLE, und zwar insbesondere antiinflammatorische
Mittel wie Aspirin und/oder Kortikosteroiden sowie mit Zytostatika, insbesondere

Cyclophosphamid, Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil.

Die Erfindung betrifft somit auch eine pharmazeutische Kombinationspackung

aur gleichzeitigen oder zeitlich versetzten Verabreichung eines erfindungsge-

maR hergesteliten IgM-enthaltenden Mittels zusammen mit einem weiteren an-
tiinflammatorischen Wirkstoff, einem immunsuppressiven Wirkstoff und/oder
einem Zytostatikum. Mit dem erfindungsgemaf hergestellten therapeutischen
Mitte! ist es mdglich, eine Vielzahl von klinischen Krankheitsbildern des Lupus
erythematodes zu behandeln, wie beispielsweise der Nephritis, insbesondere
Glomerulonepbhritis, inklusive einer persistierenden Proteinurie sowie dem aku-
ten und chronischen Nierenversagen sowie anderer Organmanifestationen, wie
Schmetterlings-Erythem, Schleimhautulcera, Polyarthritis, insbesondere nicht
deformierende Polyarthritis, Arthralgien, Gelenkergilisse, Serositiden, wie Pleu-

ritis und Perikarditis.

Auch die Behandlung mittels Plasmapherese, d.h. ein Plasmaaustausch mittels
apparativer Entfernung von Autoantikérpern (Immunapherese), kann mit der
Verabreichung des erfindungsgeman hergestellten Mittels kombiniert werden,
bzw. mittels den erfindungsgemaf verwendeten Fraktionen kdnnen entspre-

chende Apheresevorrichtungen hergestellt werden.
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Die Erfindung soll an dem folgenden Beispiel naher erlautert werden.

Die Wirksamkeit des erfindungsgemaf erhaltlichen Mittels wurde an einem
Maussystem (NZB x NZW (B/W)-Méause) getestet. Diese Mause stellen ein
Standardtiermodell dar, welches typische Autoantikdrper bildet wobei sich nach
6 bis 8 Monaten spontan eine Glomerulonephritis entwickelt. Aus solchen M&u-
sen wurden drei Behandlungsgruppen mit jeweils 10 Mausen gebildet. Dabei
waren jeweils '

A: eine Kontrollgruppe, die keine Therapie erhielt.

B: eine Gruppe, die ab einem Alter von 4 Monaten in wochentlichen Abstanden
300 pg (bezogen auf den Proteingehalt) des erfindungsgemaf erhaltenen Mit-
tels intravends verabreicht erhielt.

C: eine Gruppe, die eine subkutane Injektion von jeweils 300 g des erfin-
dungsgemafen Mittels ab einem Alter von 4 Monaten in wichentlichen Abstan-

den erhielt.

Dabei zeigte sich, dass in der Kontrollgruppe A nach durchschnittlich 32 +/- 2
Wochen samtliche Versuchstiere verstorben waren. Sowo.hl bei den erfin-
dungsgeman, mittels einer intravendsen Verabreichung (Gruppe B) behandel-
ten Tieren als auch bei den mittels einer subkutanen Verabreichung behandel-
ten Tieren (Gruppe C) wurde eine durchschnittliche Uberlebensdauer von 37,5
+/- 3 Wochen erreicht. Diese Wirkung ist um so Gberraschender, da die Mause
gegen die verabreichten Humanproteine eine allergische Reaktion entwickelten.
Trotz dieser induzierten Allergie zeigte sich eine deutliche Uberlebensrate bei

den erfindungsgemaf behandelten Mausen.
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PATENTANSPRUCHE

. Verwendung von Fraktion I/l und/oder Ill einer Cohn-Oncley-

Fraktionierung aus Humanspenderseren zur Herstellung einer pharmazeu-
tischen Zubereitung zur Behandlung und Vorbeugung von Organmanifesta-

tionen bei Autoimmunerkrankungen.

. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Fallung

mittels eines organischen Losungsmittels erfolgt.

. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das organi-

sche Lésungsmittel ein Alkohol, ein Keton oder eine Carbonséure ist.

. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die wasserige Losung ein Polyol enthalt.

. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Behandlung bei einer Temperatur unterhalb 0°C erfolgt.

. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Lésung zur Einstellung der lonenstéarke Salze enthalt.

. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass diese zur intravenésen, subkutanen, intraperitonealen

und/oder muskuléren Applikation hergerichtet ist.
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8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Aktivitat durch Behandlung mit einer sauren wéasserigen

Lésung bei einem pH < 6 erhoht wird.

9. Ver_wendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn-

10.

11.

12.

13.

14.

zeichnet, dass die Organmanifestation eine Glomerulonephritis oder Wege-

nersche Granulomatose ist.

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Cohn-Oncley-Fraktionen durch Entfernen von I1gG-
und/oder IgA-anti-ds-DNS-Antikorper weiter aufgereinigt werden.

Pharmazeutische Kombination zur Behandlung und/oder Pravention von
Organmanifestationen bei Autoimmunerkrankungen, enthaltend eine
pharmazeutische Zubereitung gemaR der Verwendung nach Anspruch 1 -
10 sowie mindestens ein anti-inflammatorisches Mittel, mindestens ein
immun-supressives Mittel und/oder mindestens ein Zytostatikum zur

gleichzeitigen und/oder zeitlich versetzten Applikation.

Pharmazeutische Kombination nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich-
net, dass das antiinflammatorische Mittel Acetylsalicylsdure und/oder ein

Kortikosteroid ist.

Pharmazeutische Kombination nach Anspruch 11 oder 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das zytostatische Mittel Cyclophosphamid und/oder

Azathioprin, Methotrexat und/oder Mycophenolat Mofetil ist.

Pharmazeutische Kombination nach einem der Anspriiche 11- 13, da-
durch gekennzeichnet, dass das immunsuppressive Mittel Cyclosporin,
Leflunomid und/oder ein mono- oder polyklonaler Antilymphozyten-

Antikorper ist.

* % &
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