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69 Verfahren zur Gewinnung von Immunglobulin.

@ Das Verfahren zur Gewinnung von Immunoglobulin

aus Blutplasma oder Serum durch Ausfillen mit
einem polykondensierten Diol oder Polyol wird in
Gegenwart einer C4-Cpo-Mono- oder -Polyalkansiure
durchgefithrt; vorzugsweise wird Caprylsdure verwendet
und bei einem pH von 4,5 bis 5,5 gearbeitet. Dadurch
werden die Reinheit des Produkies und die Ausbeute
erhdht.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Gewinnen von Immunglobulin durch
fraktioniertes Ausféllen von Blutplasma, Serum oder einer
Fraktion desselben mit einem polykondensierten Di- oder
Polyol, dadurch gekennzeichnet, dass das Ausfillen in Ge-
genwart einer Mono- oder Polyalkansiure mit 4 bis 12 Koh-
lenstoffatomen durchgefiihrt wird.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Mono- oder Polyalkansiure eine Alkan-
sdure mit 6 bis 9 Kohlenstoffatomen, vorzugsweise Capryl-
sdure, ist.

3. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Ausfillen mit der Alkansiure bei ei-
nem pH-Wert von 3 bis 7, vorzugsweise von 4,5 bis 5,5,
durchgefiihrt wird.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Gewinnen von
intravends verabreichbarem Immunglobulin durch frak-
tioniertes Ausféllen von Blutplasma, Serum oder einer Frak-
tion desselben mit einem polykondensierten Di- oder Polyol.

Immunglobuline, hierunter Gammaglobuline, sind thera-
peutisch wichtig, da sie zur Herstellung immunisierender
Priparate verwendbar sind.

Immunglobulin findet sich in Blutplasma tierischen Ut-
sprungs, aus dem es durch verschiedene Ausfillungs- und
Reinigungsprozesse gewonnen werden kann. So kann bei-
spielsweise Gammaglobulin in Form konzentrierter Losun-
gen mit Hilfe einer von Cohn et al., vgl. J. Clin. Invest.
Chem. Soc. 68, 479-75 (1946) entwickelten Methode gewon-
nen werden. Nach Cohn erhélt man eine Fraktion IT, d.h.
ein 16,5%iges Konzentrat, das intramuskulir injizierbar ist.

Bei dem erwdhnten bekannten Verfahren entstehen Mo-
lekiilaggregate von Gammaglobulin, so dass die Priparate
zur intravendsen Verabreichung ungeeignet sind. Die Me-
thode von Cohn umfasst ein Ausfillen mit Alkohol, der was-
serverdringend wirkt und zu einer irreversiblen Denaturie-
rung fithren kann, so dass das Globulin antikomplementér
wirkt. Man hat versucht, dies mit Hilfe von besonderen Se-
parationsprozessen und/oder durch chemische Modifikation
des Gammaglobulins zu vermeiden.

Es ist ein verbesserter Fraktionierprozess bekannt, bei
dem das Gammaglobulin mit Polyéthylenglykol (PEG) als
Féllungsmittel aus dem Blutplasma ausgefillt wird, vgl. die
USA Patentschrift 3 415 804. Durch diese Massnahme wird
zwar die unerwiinschte Denaturierung vermieden, die Rein-
heit des ausgefiliten Erzeugnisses ist dabei jedoch unbe-
friedigend.

Gemiss der dédnischen Patentanmeldung 6355/73 ist die-
ser Fallungsvorgang dadurch verbesserbar, dass statt Poly-
dthylenglykol ein Blockcopolymer von Athylenoxid und
Polyoxypropylenpolymer der in der Anmeldung ausfiihrli-
cher angegebenen Art verwendet und bestimmte Fillungsbe-
dingungen eingehalten werden. Dadurch kann bei der Ge-
winnung von Gammaglobulin die Ausbeute verbessert wer-
den. Die ausgefillten Produkte weisen jedoch nicht immer
eine zufriedenstellende Reinheit und geniigend niedrige an-
tikomplementédre Aktivitit auf.

Die vorliegende Erfindung fusst auf der Beobachtung,
dass das fraktionierte Ausfillen von Immunglobulinen, auch
Gammaglobuline genannt, mit Hilfe von Polyiithylenglykol
oder einem anderen polykondensierten Di- oder Polyol we-
sentlich spezifischer erfolgen kann, falls das Ausfillen in Ge-
genwart einer Mono- oder Polyalkansiure mit 4-12 Kohlen-
stoffatomen erfolgt, indem u.a. Fibrinogen und Lipo-
proteine entfernt werden. Die spezifische Wirkung der
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Mono- oder Polyalkansduren beim fraktionierten Ausfillen
beruht offenbar darauf, dass mit dem Fibrinogen, den Lipo-
proteinen und anderen Begleitstoffen Salze oder salzartige
Additionsprodukte gebildet werden, welche unter den gege-
benen Bedingungen — im Gegensatz zu den Immun-
globulinen — unléslich sind und somit leicht abgetrennt wer-
den konnen. Beim erfindungsgemissen Verfahren erhilt
man mit einfachen Mitteln {iberraschend reines Immun-
globulin mit grosser Ausbeute, die der mit den besten der
vorgenannten bekannten Methoden erreichbaren Ausbeute
vollig entspricht.

Das erfindungsgemdsse Verfahren ist in Verbindung mit
einem beliebigen polykondensierten Di- oder Polyglykol wie
Polyithylenglykol (PEG) mit verschiedenem Molekularge-
wicht, beispielsweise 2000-12 000, vorzugsweise 4000-6000,
oder Polypropylenglykol durchfiihrbar. Auch Copolymere
von Athylenoxid mit Propylenoxid oder Polyithern sind ver-
wendbar.

Als Mono- oder Polyalkansaure kann eine beliebige
Alkan sdure mit 4-12 Kohlenstoffatomen benutzt werden.
Es wird eine Alkansdure mit 6-9 Kohlenstoffatomen, vor-
zugsweise Caprylsdure bevorzugt. Andere geeignete Alkan-
séuren sind beispielsweise die Capronsiure und die Nonan-
sdure. Auch verzweigte Alkansiuren sind verwendbar. Wer-
den hohere Alkansduren mit beispielsweise 9-12 Kohlen-
stoffatomen benutzt, kénnen zweckmissig eine oder mehrere
zusétzliche Carboxylgruppen vorhanden sein, wodurch die
Wasserloslichkeit erh6ht wird. Die gleiche Wirkung ist mit
Alkansduren mit anderen Substituenten, beispielsweise mit
einer oder mehreren Hydroxylgruppen oder Aminogruppen,
erzielbar.

Der immunglobulinhaitigen Losung werden zweckmis-
sig 1-8 Gew.-% Polyéthylenglykol oder eines anderen poly-
kondensierten Diols oder Polyols sowie 0,1-5 Gew.-%
Caprylsdure oder einer anderen Alkansiure mit 4-12 Koh-
lenstoffatomen beigemischt, indem das Ausfillen mit der
Alkanséure erfindungsgemdss zweckmissig bei einem pH-
Wert 3-7, vorzugsweise 4,5-5,5 erfolgt.

Das erfindungsgemisse Verfahren wird nachstehend an-
hand einiger Beispiele veranschaulicht.

Beispiel 1

415m] humanes Blutplasma mit einem Gehalt von 10 g
Immunglobulin per Liter Plasma wird auf einen pH-Wert
von 5,0 eingestellt. Es wird PEG 3000 bis zu einer Konzen-
tration von 6% zugesetzt. Die Losung wird 45 Minuten ab-
gestellt. Der hauptséchlich aus Fibrinogen bestehende Nie-
derschlag wird abzentrifugiert, und die Fliissigkeitsphase
wird auf pH 7,0 eingestellt. Nach dem Zusatz von weiterem
PEG 3000 bis zu einer Konzentration von 12% wird 45 Mi-
nuten abgestellt. Das Gemisch wird zentrifugiert, und die
Albumin und ¢- und B-Globulin enthaltende fliissige Phase
wird entfernt. Zur Erzielung einer Proteinkonzentration von
etwa 4% wird der Riickstand bestehend aus unreinem
Immunglobulin in einer 0,9%igen Natriumchlorididsung
wieder gelost. Die Losung wird auf einem Seitz Ek-Filter bis
zur Klarheit filtriert. Der gebildeten Losung werden 5 g
Caprylsiure und 30 g PEG 3000 per Liter Losung zugesetzt,
und es wird auf einen pH-Wert von 4,9 eingestellt. Nach
zweistiindigem Stehenlassen bei 20°C wird das Gemisch zen-
trifugiert. Die fliissige Phase wird zur Erzielung einer klaren
Ldsung filtriert. Diese Losung wird auf pH = 7,0 eingestellt,
und es wird PEG 3000 bis zu einer K onzentration von 12%
zugesetzt. Dabei fillt reines Immunglobulin aus, das durch
Zentrifugieren und Trocknen gewonnen wird. Die Produk-
tionsausbeute betrdgt 60%. Die mit DISC PAGE (mit 5%
Polyacrylamid) bestimmte Reinheit zeigt im wesentlichen
nur zwei Binder, die jeweils IgG und IgM entsprechen. Die



Analyse wurde durch Auftragen von 500 pg Produkt durch-
gefiihrt.

Bei der Immunelektrophorese nach Grabar und Williams
unter Verwendung von Kaninchenantikdrpern gegen totales
humanes Serumprotein sind im wesentlichen nur drei Bogen
vorhanden, die jeweils IgG, IgM und IgA entsprechen.

Aus dem gereinigten Erzeugnis ist gewiinschtenfalls
durch dessen Losen in 0,9% Salzwasser bis zu einer Protein-
konzentration von etwa 5% ein intravends injizierbares Pra-
parat herstellbar, das sich durch eine sehr niedrige antikom-
plementéire Aktivitit auszeichnet und daher zur intravend-
sen Verabreichung besonders gut geeignet ist.

Beispiel 2
Das Verfahren geméss Beispiel 1, wobei jedoch statt des
humanen Blutplasmas Schweineplasma verwendet wird.

Beispiel 3
Das Verfahren gemdss Beispiel 1, wobei jedoch statt des
humanen Blutplasmas Blutserum verwendet wird.
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Beispiel 4

100 Liter Plasma oder Serum werden mit 100 Liter einer
Losung von 600 g/Liter PEG 3000 gemischt. Der pH-Wert
wird auf 6,5 eingestelit. Der Niederschlag wird abzentrifu-
giert und in 100 Liter destilliertem Wasser mit einem Zusatz
von 0,015M NaCl wieder gelost. Es werden 40 g PEG 3000
per Liter und 5 g Caprylsdure per Liter zugesetzt. Der pH-
Wert wird auf 5,0 eingestellt. 45 Minuten abstellen. Der Nie-
derschlag wird abzentrifugiert. Dem Zentrifugat werden wei-
tere 40 g PEG 3000 per Liter zugesetzt. Der pH-Wert wird
auf 7,5 eingestellt. Der Bodensatz wird abzentrifugiert und
in destilliertem Wasser mit 0,002M NaCl wieder geldst. Die
Losung wird Klarfiltriert (beispielsweise mit dem Seitz® Ek-
Filter). Die Proteinkonzentration muss 50-100 g/l entspre-
chen. Es werden 20 g DEAE-Sephades-A25% per 100 g Pro-
tein zugesetzt. Nach einstiindigem Hinstellen unter Umriih-
ren wird das DEAE-Sephadex abfiltriert. Die Behandlung
mit DEAE-Sephadex wird wiederholt. Nach dem Sterilfilt-
rieren erhilt man ein antikomplementarfreies Immun-
globulin G Préparat zur intravendsen Verabreichung,
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