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©  Neues  Glykoprotein  und  Verfahren  zu  dessen  Herstellung  und  seine  Verwendung  zur  Gewinnung  von  Antiseren 
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Gegenstand  der  Erfindung  ist  ein  neues  Glykoprotein, 
welches  aus  Blutserum,  aus  Urin  und  dem  Extrakt  menschli- 
cher  Plazenten  erhältlich  ist.  Es  ist  gekennzeichnet  durch 

einen  Proteinanteil,  im  wesentlichen  bestehend  aus 
a-Aminosäuren,  von  75  ±  6%, 
einen  Kohlenhydratanteil,  von  24,6  ±  5,2%,  davon  Hexo- 
sen  8,9  ±  2  %,  N-acetyliertes  Hexosamin  7,1  ±  1,5  %, 
Fucose  o,2  ±  0,2  %,  N-acetylierte  Neuraminsäure  8,4  ± 
1,5 %, 
einen  Sedimentationskoeffizienten  S20w  von  2,5  ±  0,3  S, 
ein  Molekulargewicht  von  35  000  ±  5  000  aufgrund  der 
Bestimmung  in  der  Ultrazentrifuge  bzw.  ein  Molekular- 

gewicht  von  65 000  ±  10 000  aufgrund  der  Bestimmung 
im  Natriumdodezylsulfat-haltigen  Polyacrylamidgel, 
einen  isoelektrischen  Punkt  von  pH  3,4  ±  0,4,  einen 
Extinktionskoeffizienten  E 1%1cm  (280  nm)  von  1,9  ±  0,3, 
eine  elektrophoretische  Beweglichkeit  im  Bereich  zwi- 
schen  den  @1-  und  den  @2-Globulinen  und  eine  spezifi- 
sche  immunologische  Reaktion  mit  einem  spezifisch 
gegen  dea  Glykoprotein  gerichteten  Antikörper. 
Man  gewinnt  das  Glykoprotein,  indem  man  Körperflüs- 

sigkeiten  oder  Extrakte  von  Organen,  welche  das  Glykopro- 
tein  enthalten,  fraktioniert. 

Zur  Gewinnung  von  Antiseren  werden  Wirbeltieren  mit 
dem Glykoprotein immunisiert. 



Die   E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e i n   n e u e s   G l y k o p r o t e i n ,   das   i m  

B l u t s e r u m ,   im  U r i n   und  im  E x t r a k t   m e n s c h l i c h e r   P l a z e n t e n  

n a c h g e w i e s e n   und  d a r a u s   i s o l i e r t   w e r d e n   k a n n   s o w i e   e i n  

V e r f a h r e n   zu  d e s s e n   H e r s t e l l u n g .  

Die   d u r c h   d i e   w ä s s r i g e   E x t r a k t i o n   m e n s c h l i c h e r  P l a z e n t e n  

e r h ä l t l i c h e   P r o t e i n l ö s u n g   e n t h ä l t   b e k a n n t l i c h   e i n e  V i e l -  

z a h l   von   K o m p o n e n t e n ,   d i e  t e i l w e i s e   den  S e r u m p r o t e i n e n  

z u z u o r d n e n   und  zum  a n d e r e n   T e i l   G e w e b e p r o t e i n e   s i n d .  

Die   E r f i n d u n g   h a t   s i c h   d i e   A u f g a b e   g e s t o l l t .  

n o c h   n i c h t   b e k a n n t e s   S e r u m - G l y k o p r o t e i n   aus   dem  E x t r a k t  

m e n s c h l i c h e r   P l a z e n t e n   zu  i s o l i e r e n ,   d a m i t   s p e z i f i s c h  

g e g e n   d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e   A n t i s e r e n   h e r z u -  

s t e l l e n ,   w o m i t   das   G l y k o p r o t e i n   im  Se rum  und  im  U r i n  

q u a l i t a t i v   n a c h g e w i e s e n   o d e r   q u a n t i t a t i v   b e s t i m m t ,   w e r d e n  

k a n n .  

G e g e n s t a n d   d e r   E r f i n d u n g   i s t   e i n   n e u e s   G l y k o p r o n e i n ;   w e l -  

c h e s   aus   B l u t s e r u m ,   aus   U r i n   und  dem  E x t r a k t   m e n s c h l i c h e r  

P l a z e n t e n   e r h ä l t l i c h   i s t .   Es  i s t   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h  



e i n e n   P r o t e i n a n t e i l ,   im  w e s e n t l i c h e n   b e s t e h e n d   aus   @- 
A m i n o s ä u r e n   von  7 5  ±   6  %, 

e i n e n  K o h l e n h y d r a t a n t e i l   von   2 4 , 6   ±  5 , 2   d a v o n   H e x o s e n  

8 , 9   ±  2   %,  N - a c e t y l i e r t e s   H e x o s a m i n   7 ,1   t  1 , 5   % ,  F u c o s e  

0 , 2  ±   0 , 2   %,  N - a c e t y l i e r t e   N e u r a m i n s ä u r e   8 , 4  ±   1 ,5   %, 
e i n e n   S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n   s20w  von   2 ,5   ±  0 , 3   S ,  
e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   von   35  0 0 0  ±   5  000  a u f g r u n d   d e r  

B e s t i m m u n g   in   d e r   U l t r a z e n t r i f u g e   bzw.   e i n   M o l e k u l a r g e -  

w i c h t   von   65  0 0 0  ±   10  000  a u f g r u n d   d e r   B e s t i m m u n g   i m  

N a t r i u m d o d e z y l s u l f a t - h a l t i g e n   P o l y a c r y l a m i d g e l ,  

e i n e n   i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t   von   pH  3 , 4  ±   0 , 4 ,  

e i n e n   E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t e n   E  1 cm1  %  
(280  nm)  v o n  

1 , 9  ±   0 , 3 ,   e i n e   e l e k t r o p h o r e t i s c h e   B e w e g l i c h k e i t   i m  

B e r e i c h   z w i s c h e n   den   @1-  und  den   @ - 2 - G l o b u l i n e n   u n d  
e i n e   s p e z i f i s c h e   i m m u n o l o g i s c h e   R e a k t i o n   m i t   e i n e m  

s p e z i f i s c h   g e g e n   d a s   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e n   A n t i -  

k ö r p e r .  

Zur   E r l ä u t e r u n g   d e r   k e n n z e i c h n e n d e n   M e r k m a l e   d e s   G l y k o p r o -  

t e i n s   s e i   f o l g e n d e s   a u s g e f ü h r t :  

D i e   B e s t i m m u n g   d e r   S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n   w u r d e   i n  

e i n e r   a n a l y t i s c h e n   U l t r a z e n t r i f u g e   d e r   F i r m a   B e c k m a n  

( S p i n c o - A p p a r a t u r ,   M o d e l l   E)  b e i   6 . 0 0 0   UpM  in   D o p p e l -  

s e k t o r z e l l e n   m i t   H i l f e   d e r   U V - S c a n n e r   T e c h n i k   b e i   280  nm 

d u r c h g e f ü h r t .   A l s   L ö s u n g s m i t t e l   d i e n t e   e i n   0 , 0 5   M  P h o s p h a t -  

p u f f e r   (pH  6 , 8 )   d e r   0 , 2   M o l / l   NaCl   e n t h i e l t .   D ie   P r o t e i n -  

k o n z e n t r a t i o n   b e t r u g   2  %.  Die   S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n  

s i n d   a u f   d i e   B a s i s   von   W a s s e r   b e i   20°C  u m g e r e c h n e t   w o r d e n .  

Zur   E r m i t t l u n g   d e r   M o l e k u l a r g e w i c h t e   w u r d e   d i e   S e d i m e n -  

t a t i ö n s g l e i c h g e w i c h t s m e t h o d e   und  d i e   P o l y a c r y l a m i d g e l -  

E l e k t r o p h o r e s e   h e r a n g e z o g e n .   D ie   B e s t i m m u n g   in   d e r   U l t r a -  

z e n t r i f u g e   w u r d e   b e i   9 . 0 0 0   UpM  v o r g e n o m m e n .   Die   A u s w e r t u n g  

e r f o l g t e   u n t e r   Z u g r u n d e l e g u n g   e i n e s   p a r t i e l l e n   s p e z i f i s c h e n  

V o l u m e n s   ( p a r t i a l   s p e c i f i c   v o l u m e )   von   0 , 7 4   m g / g .   In   d e r  



U l t r a z e n t r i f u g e   e r g a b   s i c h   e i n   M o l e k u l a r g e w i c h t   v o n  
3 5 . 0 0 0  ±   5 . 0 0 0 .  

F ü r   d i e   P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o p h o r e s e   w u r d e n   zwei   V e r f a h -  

r e n   a n g e w a n d t .   Die  A u f t r e n n u n g   im  n o r m a l e n   P o l y a c r y l a m i d  

( P A A ) - G e l   e r f o l g t e   n a c h   d e r   M e t h o d e   von  Z w i s l e r   und  B i e l ,  

Z . k l i n .   Chem.  4,  S e i t e   58,   ( 1 9 6 6 ) .   Zur  U n t e r s u c h u n g   i m  

N a t r i u m d o d e c y l s u l f a t - h a l t i g e n   Gel   w u r d e   e i n   Gel  m i t   7 , 5   % 

PAA  d a s   0 , 1  %   N a t r i u m d o d e c y l s u l f a t   (SDS)  e n t h i e l t ,   v e r -  

w e n d e t .   Zur  R e d u k t i o n . s i n d   d i e   P r o t e i n e   in   1 %  SDS  m i t  

1 %  M e r k a p t o ä t h a n o l   i n k u b i e r t   w o r d e n .   Das  A n f ä r b e n   d e r  

P r o t e i n e   g e s c h a h   m i t   A m i d o s c h w a r z .   Aus  d e r   W a n d e r u n g   i m  

S D S - h a l t i g e n   P A A - G e l   w u r d e   f ü r   d a s   G l y k o p r o t e i n   e i n   M o l e -  

k u l a r g e w i c h t   von  6 5 . 0 0 0  ±   1 0 . 0 0 0   a b g e l e i t e t .  

Die   B e s t i m m u n g   d e s   i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t e s   w u r d e   m i t   e i n e r  

S ä u l e   (440  ml)  d e r   F i r m a   LKB  S t o c k h o l m ,   d u r c h g e f ü h r t .   D a s  

s o g e n a n n t e   A m p h o l i n - G e m i s c h   h a t t e   b e i   d e r   U n t e r s u c h u n g   d e s  

G l y k o p r o t e i n s   e i n e n   p H - B e r e i c h  v o n   2 ,5   b i s   4 , 0 .  

Die   U n t e r s u c h u n g   d e r   e l e k t r o p h o r e t i s c h e n   B e w e g l i c h k e i t  

e r f o l g t e   in   d e r   M i k r o m o d i f i k a t i o n   von  B e c k m a n n   I n s t r u m e n t s  

a u f   Z e l l u l o s e a z e t a t f o l i e n   m i t   N a t r i u m d i ä t h y l b a r b i t u r a t -  

P u f f e r   pH  8 , 6 .  

Die   B e s t i m m u n g   d e r   K o h l e h y d r a t e   e r f o l g t e   n a c h   d e r   von  H . E .  

S c h u l t z e , R .   S c h m i d t b e r g e r ,   H.  H a u p t ,   B i o c h e m .   Z .  3 2 9 ,  

S e i t e   4 9 0 ,   ( 1 9 5 8 ) ,   b e s c h r i e b e n e n   M e t h o d e .  

Die   A m i n o s ä u r e n a n a l y s e   w u r d e   n a c h   S .  M o o r e ,   D.H.  S p a c k m a n n ,  

W.H.  S t e i n ,   A n a l .   Chem.  30,   S e i t e   1 1 8 5 ,   ( 1 9 5 8 ) ,   u n t e r   V e r -  

w e n d u n g   d e s   F l ü s s i g k e i t s c h r o m a t o g r a p h e n   M u l t i c h r o m   B  d e r  

F i r m a   B e c k m a n n   d u r c h g e f ü h r t .   1 /2   C y s t i n   w u r d e   n a c h   O x y d a -  

t i o n   d e r   P r o t e i n e   m i t   P e r a m e i s e n s ä u r e   (S.  Moore   e t   a l . ,  

A n a l .  C h e m .   30,   S e i t e   1 1 8 5 ,   ( 1 9 5 8 ) )  u n d   n a c h f o l g e n d e r   C h r o -  

m a t o g r a p h i e   (S.  M o o r e ,   J . B i o l . C h e m .  2 3 8 ,   S e i t e   235 ,   ( 1 9 6 3 ) )  

a l s   C y s t e i n s ä u r e   b e s t i m m t .   Der  T r y p t o p h a n g e h a l t   i s t   m i t  



d e r   d i r e e k t e n   p h o t o m e t r i s c h e n   B e s t i m m u n g   n a c h   H.  E d e l h o c h ,  
B i o c h e m i s t r y   6,  S e i t e   1 9 4 8 ,   ( 1 9 6 7 )   e r m i t t e l t   w o r d e n .  

Die   i m m u n o l o g i s c h e   C h a r a k t e r i s i e r u n g   d e r   S u b s t a n z   e r f o l g t  
am  e i n f a c h s t e n   m i t   e i n e m   b e k a n n t e n   D i f f u s i o n s v e r f a h r e n ,  
b e i   w e l c h e n   A n t i g e n ,   d . h .   d a s   G l y k o p r o t e i n   und  e i n   g e g e n  
d a s   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e r   A n t i k ö r p e r   bzw.   d a s   h i n s i c h t -  

l i c h   d e r   A n t i k ö r p e r   n i c h t   a n g e r e i c h e r t e   A n t i s e r u m   g e g e n -  
e i n a n d e r   in   e i n e m   T r ä g e r m e d i u m ,   wie   z . B .   A g a r ,   d i f f u n d i e r e n .  

, T r e f f e n   d i e   b e i d e n   R e a k t i o n s k o m p o n e n t e n   in   e i n e m   g ü n s t i g e n  

V e r h ä l t n i s   a u f e i n a n d e r ,   b i l d e t   s i c h   e i n   s i c h t b a r e s   P r ä z i -  

p i t a t   a u s .   Nach   d i e s e r   K e n n t n i s   i s t   es  f ü r   d e n , F a c h m a n n  

e i n l e u c h t e n d ,   daß  a l l e   i m m u n o l o g i s c h e n   T e c h n i k e n   zum  N a c h -  

w e i s   und   z u r   B e s t i m m u n g   s o w o h l   d e s   n e u e n   G l y k o p r o t e i n s - ,  

a l s   a u c h   d e r   g e g e n   d a s   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e   A n t i k ö r p e r  

m ö g l i c h   s i n d .   - 

E i n e   e i n f a c h e   und  i n  d e r   R e g e l   a u s r e i c h e n d   g e n a u e   M e t h o d e  

z u r   q u a n t i t a t i v e n   B e s t i m m u n g   d e s   G l y k o p r o t e i n s   in   K ö r p e r -  

f l ü s s i g k e i t e n   o d e r   in   G e w e b e e x t r a k t e n   s t e l l t   d i e   s o g e -  
n a n n t e   L a u r e l l - T e c h n i k   d a r .   S i e   i s t   b e s c h r i e b e n   in   A n a l y t .  

B i o c h e m .   (New  Y o r k ) ,   15,   S e i t e   4 5  ( 1 9 6 6 ) .  

G e g e n s t a n d   d e r   E r f i n d u n g   i s t   f e r n e r   e i n   V e r f a h r e n   z u r   H e r -  

s t e l l u n g   d e s   o b e n   c h a r a k t e r i s i e r t e n   G l y k o p r o t e i n s ,   d a -  

d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n   o d e r   E x -  

t r a k t e   von   O r g a n e n ,   w e l c h e   d a s   G l y k o p r o t e i n   e n t h a l t e n ,  

u n t e r   Z u g r u n d e l e g u n g   f o l g e n d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß   g e f u n d e n e r  

K r i t e r i e n   f r a k t i o n i e r t   w e r d e n .  

Das  G l y k o p r o t e i n   i s t   m i t   N e u t r a l s a l z e n   f ä l l b a r .   Mi t   d e m  

ü b l i c h e r w e i s e   f ü r   d e r a r t i g e   F ä l l u n g e n   v e r w e n d e t e n   A m m o n i u m -  

s u l f a t   w i r d   es   b e i   e i n e r   S ä t t i g u n g s k o n z e n t r a t i o n   d e s . S a l z e s  

von   30  b i s   60 %  in   e i n e m   p H - B e r e i c h   i n   d e r   Nähe   d e s   N e u -  

t r a l p u n k t e s   g e f ä l l t .  

E n t s p r e c h e n d   s e i n e m   M o l e k u l a r g e w i c h t   k a n n   d a s   G l y k o p r o t e i n  

von  S u b s t a n z e n   m i t  



M o l e k u l a r g e w i c h t e n   z w i s c h e n   2 5 . 0 0 0   und  7 5 . 0 0 0   g e e i g n e t  
s i n d ,   g e w o n n e n   w e r d e n .   V o r t e i l h a f t  w e r d e n   h i e r f ü r  d i e  

M e t h o d e n   d e r   G e l - F i l t r a t i o n   o d e r   U l t r a f i l t r a t i o n   e i n g e -  
s e t z t .  

Das  G l y k o p r o t e i n   w i r d   b e i   n e u t r a l e m   o d e r   s c h w a c h   a l k a -  

l i s c h e m   p H - W e r t   an  s c h w a c h   b a s i s c h e   I o n e n a u s t a u s c h e r   a d -  

s o r b i e r t .   V o r t e i l h a f t   w i r d   d a b e i   e i n e   v e r g l e i c h s w e i s e  

w e n i g   k o n z e n t r i e r t e   P u f f e r l ö s u n g   v e r w e n d e t . ,   d e n n   d u r c h  

E r h ö h u n g   d e r   S a l z k o n z e n t r a t i o n   o d e r   a u c h   d u r c h   E r n i e d r i -  

g u n g   d e s   p H - W e r t e s   k a n n   d i e   A d s o r p t i o n   v e r h i n d e r t   w e r d e n .  

A n d e r e r s e i t s   b i e t e t   s i c h   b e i   K e n n t n i s   d i e s e s   V e r h a l t e n s  

d i e   M ö g l i c h k e i t   an ,   d a s   G l y k o p r o t e i n   zu  a d s o r b i e r e n   u n d  

u n t e r   V e r w e n d u n g   von  h ö h e r k o n z e n t r i e r t e n   S a l z l ö s u n g e n  
bzw.   von  P u f f e r l ö s u n g e n   m i t   e r n i e d r i g t e m   p H - W e r t   z u  
e l u i e r e n .  

Es  h a t   s i c h   g e z e i g t ,   daß  das   n e u e   G l y k o p r o t e i n   m i t   d e n  

w a s s e r l ö s l i c h e n   o r g a n i s c h e n   B a s e n   d e r   A c r i d i n -   u n d  

C h i n o l i n r e i h e ,   d i e   f ü r   P r o t e i n - F ä l l u n g s v e r f a h r e n   ü b l i c h e r -  

w e i s e   V e r w e n d u n g   f i n d e n ,   n i c h t   p r ä z i p i t i e r t   w i r d .   E s  

b l e i b t   in   d e n  b e i   d i e s e m   V e r f a h r e n   ü b l i c h e n   K o n z e n t r a -  

t i o n e n   im  w ä s s r i g e n   ü b e r s t a n d .   D a n a c h   k a n n e i n e   A c r i d i n -  

b a s e ,   w ie   2 - Ä t h o x y - 6 , 9 - D i a m i n o a c r i d i n l a c t a t   o d e r   e i n e  

C h i n o l i n b a s e ,   wie   B i s - ( 2 - m e t h y l - 4 - a m i n o c h i n o l y l - 6 ) -  

c a r b a m i d - h y d r o c h l o r i d ,   z u r   F ä l l u n g   von  b e g l e i t e n d e n  

P r o t e i n e n   v e r w e n d e t   w e r d e n ,   w o b e i   das   e r f i n d u n g s g e m ä ß e  

G l y k o p r o t e i n   im  ü b e r s t a n d   v e r b l e i b t .  

Ä h n l i c h e   Ü b e r l e g u n g e n   k ö n n e n   g e l t e n   b e i   V e r w e n d u n g   v o n  

H y d r o x y l a p a t i t   a l s   A d s o r b e n s   f ü r   P r o t e i n e .   Das  n e u e   G l y k o -  

p r o t e i n  z e i g t   k e i n e   A f f i n i t ä t   zum  H y d r o x y l a p a t i t ,   w o h i n -  

g e g e n   e i n e   R e i h e   von  B e g l e i t p r o t e i n e n  v o n   H y d r o x y l a p a t i t  

f e s t g e h a l t e n   w i r d .   Das  G l y k o p r o t e i n   g e h ö r t   s o m i t   zu  d e n  

H y d r o x y l a p a t i t - p a s s i e r e n d e n   G l o b u l i n e n .   Der  E r f i n d e r  

s c h l ä g t   v o r ,   es  a l s   H y d r o x y l a p a t i t   p a s s i e r e n d e s   G l o b u l i n  

(HPG-2)   zu  b e z e i c h n e n .  



A u f g r u n d   d e r   K e n n t n i s   d e r   e l e k t r o p h o r e t i s c h e n   B e w e g l i c h -  
k e i t   k a n n   f ü r   d i e   A n r e i c h e r u n g   bzw.   I s o l i e r u n g   d e s   G l y k o -  

p r o t e i n s   d i e   p r ä p a r a t i v e   Z o n e n e l e k t r o p h o r e s e   e i n g e s e t z t  
w e r d e n .  

D i e   A f f i n i t ä t   d e s   G l y k o p r o t e i n s   a u f g r u n d   s e i n e s   i m m u n o l o -  

g i s c h e n   V e r h a l t e n s   k a n n   d a f ü r   e i n g e s e t z t   w e r d e n ,   d a s  

G l y k o p r o t e i n   m i t   H i l f e   v o n   s o g .   I m m u n - A d s o r p t i o n s v e r f a h r e n  

a n z u r e i c h e r n .   H i e r f ü r   k a n n   i n   a n s i c h   b e k a n n t e r   W e i s e   e i n  

I m m u n a d s o r b e n s   d . h .   e i n   t r ä g e r g e b u n d e n e r   A n t i k ö r p e r ,   g e g e n  
d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n   h e r g e s t e l l t   w e r d e n ,   w e l c h e s   d a s  

G l y k o p r o t e i n   s p e z i f i s c h   zu  b i n d e n   v e r m a g .   Das  G l y k o p r o -  

t e i n   k a n n   d a n a c h   d u r c h   Ä n d e r u n g   d e r   M i l i e u b e d i n g u n g e n  

w i e d e r   e l u i e r t   w e r d e n ,   wie   d i e s   i n   d e r   F a c h l i t e r a t u r   m e h r -  

f a c h   b e s c h r i e b e n   i s t .  

D u r c h   e i n e   a u s g e w ä h l t e   K o m b i n a t i o n   d e r   g e n a n n t e n   M e t h o d e n ,  

d i e   e i n e r s e i t s   z u r   A n r e i c h e r u n g   d e s   G l y k o p r o t e i n s   a n d e r e r -  

s e i t s   zu  e i n e r   A b t r e n n u n g   von  ü b r i g e n   B e g l e i t p r o t e i n e n  

f ü h r e n ,   k a n n   d i e   I s o l i e r u n g   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   S u b -  

s t a n z e n   e r f o l g e n .   D e m z u f o l g e   i s t   d e r   G e g e n s t a n d   d e r   v o r -  

l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   in   den   e i n z e l n e n   A n r e i c h e r u n g s s c h r i t - .  

t e n   f ü r   d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n   und  i n   den   d u r c h   K o m b i n a t i o n  

d e r   M a ß n a h m e n   z u r   A n r e i c h e r u n g   s i c h   e r g e b e n d e n   V e r f a h r e n  

zu  d e s s e n   R e i n i g u n g   zu  s e h e n .  

D i e   L e i t l i n i e   f ü r   d a s   V e r f a h r e n   z u r   H e r s t e l l u n g   d e s   G l y k o -  

p r o t e i n s   b e s t e h t   d a r i n ,   daß  j e w e i l s   d e r j e n i g e   A n t e i l   g e -  

w o n n e n   w i r d ,   w e l c h e r   e i n e   p o s i t i v e   i m m u n o l o g i s c h e   R e a k -  

t i o n   m i t   e i n e m   g e g e n   d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e n  

A n t i s e r u m   e r g i b t .  

N a c h  D u r c h f ü h r u n g   d e r   g e n a n n t e n   V e r f a h r e n s s c h r i t t e   z e i g t  

es   s i c h   z u w e i l e n ,   daß  d a s   G l y k o p r o t e i n   n o c h   von  a n d e r e n  

i m m u n o l o g i s c h   n a c h w e i s b a r e n   B e g l e i t p r o t e i n e n   v e r u n r e i n i g t  

i s t .   In   d i e s e m   F a l l e   w e r d e n   d i e   V e r u n r e i n i g u n g e n   d u r c h  

d e r e n   s p e z i f i s c h e   A d s o r p t i o n   e n t f e r n t .   Man  b e d i e n t   s i c h  



d a b e i   g ä n g i g e r   T e c h n i k e n   d e r   I m m u n a d s o r p t i o n ,   b e i   w e l c h e n  

n a c h   b e s c h r i e b e n e n   V e r f a h r e n   an  e i n e n   T r ä g e r   g e b u n d e n e  

A n t i k ö r p e r   g e g e n   das   zu  e n t f e r n e n d e   P r o t e i n   a l s   A d s o r -  

b e n z i e n   e i n g e s e t z t   w e r d e n .   H ä u f i g   i s t   das   w e i t g e h e n d  

r e i n e   n e u e   G l y k o p r o t e i n   n o c h   m i t   S p u r e n   des   s c h w a n g e r -  

s c h a f t s - s p e z i f i s c h e n   β 1 - G l y k o p r o t e i n s   u n d / o d e r   des   @1 
B - G l y k o p r o t e i n s ,   a u c h   a l s   l e i c h t   f ä l l b a r e s   a 1 - G l y k o p r o t e i n  
b e z e i c h n e t ,   v e r g e s e l l s c h a f t e t .   Zu  d e r e n   A b t r e n n u n g   k ö n n e n  

g e g e n   d i e   P r o t e i n e   g e r i c h t e t e n   I m m u n o g l o b u l i n e ,   w e l c h e  

k o v a l e n t   an  v e r n e t z t e   A g a r p r ä p a r a t i o n e n ,   w ie   z . B .  

SEPHAROSE,  g e b u n d e n   s i n d ,   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

Die   a u f   e i n e   S ä u l e ,   w e l c h e   m i t   dem  s p e z i f i s c h e n   I m m u n a d -  

s o r b e n s   g e f ü l l t   w u r d e ,   a u f g e t r a g e n e   P r o t e i n l ö s u n g   l ä u f t  

i n s o w e i t   u n b e h e l l i g t   d u r c h   d i e   S ä u l e ,   a l s   n u r   d i e j e n i g e n  

K o m p o n e n t e n   g e b u n d e n   w e r d e n ,   g e g e n   d i e   d e r   T r ä g e r   e i n e n  

i m m u n o l o g i s c h   a k t i v e n   P a r t n e r   e n t h ä l t .   D a s  n e u e   G l y k o -  

p r o t e i n   k a n n   a u f   d i e s e   W e i s e   von  den   V e r u n r e i n i g u n g e n  

b e f r e i t   w e r d e n .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e s   n e u e n   G l y k o p r o t e i n s   w e r d e n   m e h r e r e  

d e r   a n g e f ü h r t e n   M a ß n a h m e n   m i t e i n a n d e r   k o m b i n i e r t   und  d a -  

b e i   j e w e i l s   d i e j e n i g e   F r a k t i o n   w e i t e r v e r a r b e i t e t ,   in   d e r  

i m m u n o l o g i s c h   d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n   n a c h g e w i e s e n   w e r d e n  

k a n n ,   w ä h r e n d   d i e   ü b r i g e n   F r a k t i o n e n   v e r w o r f e n   w e r d e n .  

A l s   A u s g a n g s m a t e r i a l   f ü r   d i e   H e r s t e l l u n g   des   n e u e n   G l y k o -  

p r o t e i n s   k a n n   j e d e   K ö r p e r f l ü s s i g k e i t   o d e r   j e d e r   O r g a n -  

e x t r a k t   v e r w e n d e t   w e r d e n ,   in   w e l c h e m   es  g e l i n g t ,   d a s  

G l y k o p r o t e i n   i m m u n o l o g i s c h   n a c h z u w e i s e n .   B e v o r z u g t   w e r -  

den   E x t r a k t e   m e n s c h l i c h e r   P l a z e n t e n   v e r w e n d e t ,   d i e   d u r c h  

Z e r k l e i n e r u n g   und  E x t r a k t i o n   m i t  W a s s e r   o d e r   e i n e r   v e r -  

d ü n n t e n ,   z w e c k m ä ß i g   e i n e r   w e n i g e r   a l s   10  %igen   S a l z l ö s u n g ,  

v o r t e i l h a f t   m i t   e i n e r   0 ,5   %igen   N e u t r a l s a l z l ö s u n g ,   w i e  

b e i s p i e l s w e i s e   N a t r i u m c h l o r i d ,   g e w o n n e n  w e r d e n   k ö n n e n .  

Z w e c k m ä ß i g   v e r w e n d e t   m a n  a u f   1  kg  P l a z e n t e n   e t w a   1  -  5 

L i t e r   d e r   E x t r a k t i o n s l ö s u n g .   Die   n i c h t   g e l ö s t e n   A n t e i l e  



w e r d e n   d u r c h   Z e n t r i f u g a t i o n   o d e r   F i l t r a t i o n   von   dem  E x t r a k t  

a b g e t r e n n t .  

Das  V e r f a h r e n   z u r   A n r e i c h e r u n g   i s t   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h  

d i e   A n w e n d u n g   m i n d e s t e n s   e i n e r   d e r   f o l g e n d e n   M a ß n a h m e n  

a u f   K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n ,   w e l c h e   d a s   n e u e   G l y k o p r o t e i n  

e n t h a l t e n   und  d i e   a n s c h l i e ß e n d e   G e w i n n u n g   d e r   b e z ü g l i c h  

d e s   G l y k o p r o t e i n s   a n g e r e i c h e r t e n   F r a k t i o n :  

a)  Z u g a b e   von   w a s s e r l ö s l i c h e n   D e r i v a t e n   e i n e r   A p r i d i n -  

o d e r   C h i n o l i n b a s e ,   v o r z u g s w e i s e   d e s   2 - Ä t h o x y - 6 , 9 -  

D i a m i n o a c r i d i n - l a c t a t ,   im  p H - B e r e i c h   von  5  -   10,  v o r -  

z u g s w e i s e   b e i   e t w a   pH  8,  b i s   zu  e i n e r   E n d k o n z e n t r a -  

t i o n   von   e t w a   0 , 8  %   ( G e w i c h t   zu  V o l u m e n ) ,   w o b e i   d a s  

G l y k o p r o t e i n   im  w e s e n t l i c h e n   im  Ü b e r s t a n d   v e r b l e i b t :  

b)  Z u g a b e   von   N e u t r a l s a l z e n   b i s   z u r   A u s f ä l l u n g   d e s   G l y k o -  

p r o t e i n s ,   v o r z u g s w e i s e   v o m  A m m o n i u m s u l f a t   b e i   e t w a  

n e u t r a l e m   p H - W e r t   von   5  -   8  b i s   zu  3 0  -   60 %  d e r  

S ä t t i g u n g s k o n z e n t r a t i o n   d e s   A m m o n i u m s u l f a t s .  

c)  A d s o r p t i o n   d e s   G l y k o p r o t e i n s   an  e i n e m   s c h w a c h - b a s i s c h e m  

I o n e n a u s t a u s c h e r ,   w ie   D i ä t h y l a m i n o ä t h y l - c e l l u l o s e ,   b e i  

e i n e r   L e i t f ä h i g k e i t   d e r   L ö s u n g   von  0  -   2  mS  und  n e u -  
t r a l e m   o d e r   s c h w a c h a l k a l i s c h e m   p H - W e r t   ( 6  -   9 ) .   B e i -  

s p i e l s w e i s e   u n t e r   V e r w e n d u n g   e i n e s   e t w a   0 ,01   M  P u f -  

f e r s   v o m  p H - W e r t   von   e t w a   8.  E i n   b e v o r z u g t   zu  v e r -  

w e n d e n d e r   P u f f e r   i s t   b e i s p i e l s w e i s e   T r i s - H y d r o x y -  

· m e t h y l a m i n o m e t h a n - H C l .   Die   E l u t i o n   d e s   G l y k o p r o t e i n s  

k a n n   d u r c h   S e n k u n g   d e s   p H - W e r t e s   u n t e r   pH  7 , 0   o d e r  

d u r c h   E r h ö h u n g   d e r   L e i t f ä h i g k e i t   ü b e r   5  mS  e r r e i c h t  

w e r d e n .  

d)  T r e n n u n g   a u f g r u n d   d e r   M o l e k ü l g r ö ß e   ( M o l e k u l a r s i e b f r a k -  

t i o n i e r u n g ) .   B e s o n d e r s   g e e i g n e t   i s t   d i e   G e l f i l t r a t i o n  

i n   e i n e r   S ä u l e   g e f ü l l t   m i t   e i n e m   P o l y m e r e n   e n t s p r e c h e n -  

d e r   P o r e n g r ö ß e ,   b e i s p i e l s w e i s e   m i t   E p i c h l o r h y d r i n - v e r -  

n e t z t e m   D e x t r a n ,   a l s   SEPHADEX(R)  h e r g e s t e l l t   von   d e r  



F i r m a  P h a r m a c i a ,   U p p s a l a ,   m i t   dem  Z i e l   d e r   A n r e i c h e r u n g  
von   P r o t e i n e n   m i t   e i n e m   M o l e k u l a r g e w i c h t   v o n  e t w a  
5 0 . 0 0 0 .   A b e r   a u c h   P r o d u k t e   wie   ULTROGEL(R)  von  LKB,  
Bromma  o d e r   B I O - G E L ( R )   von  B i o - R a d   L a b o r a t o r i e s ,  

R i c h m o n d ,   C a l i f .   k ö n n e n   e i n g e s e t z t   w e r d e n .  

e)  D u r c h f ü h r u n g   e i n e r   A d s o r p t i o n   m i t   H y d r o x y l a p a t i t .   Da  
d a s   G l y k o p r o t e i n   in   v e r d ü n n t e r   P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g  

von   H y d r o x y l a p a t i t   n i c h t   g e b u n d e n   w i r d , _  i s t   H y d r o x y l -  

a p a t i t   e i n   g e e i g n e t e s   A g e n s ,   um  B e g l e i t p r o t e i n e   d e s  

G l y k o p r o t e i n s   aus   d e r   L ö s u n g   zu  e n t f e r n e n .   Die   P r o t e i n -  

l ö s u n g   w i r d   h i e r f ü r   z w e c k m ä ß i g   a u f   e i n e n   p H - W e r t   um 
den   N e u t r a l p u n k t   e i n g e s t e l l t   und  d i e   L e i t f ä h i g k e i t  

d e r   L ö s u n g   a u f   e t w a   1  mS  g e h a l t e n .  

f)  P r ä p a r a t i v e   Z o n e n e l e k t r o p h o r e s e .  

G e e i g n e t   f ü r   d i e   D u r c h f ü h r u n g   e i n e r   E l e k t r o p h o r e s e   i s t  

e i n e   das   G l y k o p r o t e i n   e n t h a l t e n d e   L ö s u n g ,   v o r z u g s w e i s e  

e i n e   a l k a l i s c h e   P u f f e r l ö s u n g ,   b e i s p i e l s w e i s e   in   e i n e m  

N a t r i u m d i ä t h y l b a r b i t u r a t p u f f e r   von  pH  8 , 6 ,   und  e i n e r  

I o n e n s t ä r k e  =   0 , 1 .   Die   L ö s u n g   w i r d   in   e i n e   A p p a r a t u r  

z u r   p r ä p a r a t i v e n   E l e k t r o p h o r e s e   e i n g e t r a g e n ,   wie   s i e  

b e i s p i e l s w e i s e   von  N.  H e i m b u r g e r   und  R.  S c h m i d t b e r g e r  

in   B e h r i n g w e r k e - M i t t e i l u n g e n ,   H e f t   43,   S e i t e   83  f f . ,  

i n s b e s o n d e r e   a u f   S e i t e   1 1 9 - 1 2 0 ,   b e s c h r i e b e n   w i r d .   B e i  

dem  G e r ä t   h a n d e l t   es   s i c h   um  d i e   h o r i z o n t a l e   A n o r d n u n g  

e i n e r   T r ä g e r e l e k t r o p h o r e s e   in   e i n e m   o f f e n e n . T r o g ,   i n  

w e l c h e m   d a s   T r ä g e r m a t e r i a l   z u r   A b f ü h r u n g   d e r   b e i   d e r  

E l e k t r o p h o r e s e   a u f t r e t e n d e n   J o u l ' s c h e n   Wärme  a u f   u n t e r  

10°C  g e k ü h l t   w i r d .   A l s   T r ä g e r m a t e r i a l   d ienen  gegenüber   P r o t e -  

i n e n   i n d i f f e r e n t e   S u b s t a n z e n ,   v o r t e i l h a f t   P o l y v i n y l -  

c h l o r i d ;   o d e r   d e s s e n   C o p o l y m e r i s a t e   in   Form  e i n e s  

G r a n u l a t s .  

Es  i s t   e m p f e h l e n s w e r t ,   d i e   E l e k t r o p h o r e s e   im  a l k a l i s c h e n  

p H - B e r e i c h ,   v o r t e i l h a f t   b e i   e t w a   pH  8 , 6 ,   b e i   e i n e r  

I o n e n s t ä r k e   von  0 , 0 8  -   0 , 1 2   u n d  b e i   e i n e r   F e l d s t ä r k e  



4  -   6  V o l t / c m   v o r z u n e h m e n .   Be i   V e r w e n d u n g   von   0,1  M 

N a t r i u m d i ä t h y l b a r b i t u r a t p u f f e r   vom  p H - W e r t   8 , 6   w a n d e r t  

d a s   G l y k o p r o t e i n   im  e l e k t r i s c h e n   F e l d   in   den   z w i s c h e n  

a 1 -   und   a 2 - G l o b u l i n e n   l i e g e n d e n   B e r e i c h   d e r   P l a s m a -  

p r o t e i n e .  

F ü r   d i e   G e w i n n u n g   d e s   n e u e n   G l y k o p r o t e i n s   w i r d   d i e   b e -  

t r e f f e n d e   Zone   h e r a u s g e s c h n i t t e n   und  vom  i n e r t e n   T r ä -  

g e r m a t e r i a l   m i t   H i l f e   von   W a s s e r   o d e r   w ä s s r i g e r   S a l z -  

l ö s u n g e n ,   b e i s p i e l s w e i s e   e i n e r   0 , 5   b i s   1'  % i g e n   K o c h -  

s a l z l ö s u n g ,   e l u i e r t .  

Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e   G l y k o p r o t e i n   h a t   a n t i g e n e  

E i g e n s c h a f t e n .   E i n e   d a m i t   d u r c h g e f ü h r t e   I m m u n i s i e r u n g  

v o n   T i e r e n   n a c h   b e k a n n t e n   M e t h o d e n   f ü h r t e   z u r   B i l d u n g  

von   s p e z i f i s c h e n   A n t i k ö r p e r n   im  B l u t   d e r   i m m u n i s i e r t e n  

T i e r e .   D e r e n   S e r e n   k ö n n e   n a c h   ü b l i c h e n   V e r f a h r e n   g e w o n -  

n e n   und  d i e   d a r i n   e n t h a l t e n e n   A n t i k ö r p e r   a n g e r e i c h e r t  

w e r d e n .   Die   A n t i s e r e n   k ö n n e n   i n   b e k a n n t e n   i m m u n o l o g i s c h e n  

V e r f a h r e n   zum  N a c h w e i s   und  z u r   B e s t i m m u n g   d e s   n e u e n  

P r o t e i n s   in   K ö r p e r f l ü s s i g k e i t e n ,   i n s b e s o n d e r e   in   d e m  

B l u t s e r u m ,   V e r w e n d u n g   f i n d e n .  

D ie   E r f i n d u n g   w i r d   i n   dem  n a c h s t e h e n d e n   B e i s p i e l   n ä h e r  

e r l ä u t e r t .  



B e i s p i e l  

150  kg  t i e f g e f r o r e n e   P l a z e n t e n   w e r d e n   z e r k l e i n e r t   und  m i t  

150  1  e i n e r   0 ,5   % i g e n   w ä s s r i g e n   N a t r i u m c h l o r i d l ö s u n g  
e x t r a h i e r t .   Der   E x t r a k t   w i r d   m i t   2 n - N a t r i u m h y d r o x y d   a u f  

pH  8  e i n g e s t e l l t   und  m i t   50  1  e i n e r   3  %igen   w ä s s r i g e n  

L ö s u n g   von  D i a m i n o ä t h o x y a c r i d i n - l a c t a t   v e r s e t z t .   N a c h  

e i n e r   W a r t e z e i t   von  1  S t u n d e   w i r d   d e r   ü b e r s t a n d   d e r   d a s  

e r f i n d u n g s g e m ä ß e   G l y k o p r o t e i n   (HPG-2)  e n t h ä l t ,   a b g e h e b e r t ,  

m i t   5 %  f e s t e m   N a t r i u m c h l o r i d   (11  kg)  z u r   A b s c h e i d u n g   d e s  

n o c h   in   L ö s u n g   v e r b l i e b e n e n   D i a m i n o ä t h o x y a c r i d i n - l a c t a t s  

v e r s e t z t ,   f i l t r i e r t   und  m i t   3 0  %  -   b e z o g e n   a u f   das   G e -  

w i c h t   d e r   F l ü s s i g k e i t  -   f e s t e m   A m m o n i u m s u l f a t   v e r s e t z t  

und  g u t   d u r c h g e r ü h r t .   Nach  1  S t u n d e   w i r d   d e r   N i e d e r s c h l a g  

a b f i l t r i e r t .  

500  g  d e s   a u f   dem  F i l t e r   g e s a m m e l t e n   N i e d e r s c h l a g e s   w e r -  

den   in   500  ml  d e s t i l l i e r t e m   W a s s e r   g e l ö s t   und  g e g e n   e i n e  

0 ,01   m o l a r e   T r i s - ( o x y m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n - S a l z s ä u r e - P u f -  

f e r l ö s u n g   vom  p H - W e r t   7 , 0 ,   d i e  0 , 0 5  %   N a t r i u m a z i d   e n t -  

h ä l t ,   d i a l y s i e r t .   Die   d i a l y s i e r t e   L ö s u n g   w i r d   z e n t r i f u -  

g i e r t   und  d e r   ü b e r s t a n d   w i r d   m i t   d e r   g l e i c h e n   P u f f e r -  

L ö s u n g   a u f   2 . 0 0 0   ml  a u f g e f ü l l t ,   m i t   0,1  n  N a t r i u m h y d r o x y d -  

l ö s u n g   a u f   pH  8 , 0   e i n g e s t e l l t   und  m i t   500  g  f e u c h t e r  

D i ä t h y l a m i n o ä t h y l c e l l u l o s e   ( F i r m a   S e r v a ,   H e i d e l b e r g )  

1  S t u n d e   v e r r ü h r t .  

Dann  w i r d   d i e   D i ä t h y l a m i n o ä t h y l c e l l u l o s e   d u r c h   F i l t r i e r e n  

von  d e r   L ö s u n g   a b g e t r e n n t ,   z w e i m a l   m i t   j e   1  L i t e r   0 , 0 1  

m o l a r e m   T r i s - ( o x y m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n - S a l z s ä u r e - P u f f e r  

vom  p H - W e r t   8 , 0   g e w a s c h e n   und  d a n a c h  d r e i m a l   m i t   j e  

500  ml  0 , 0 2   m o l a r e m   T r i s - ( o x y m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n - S a l z -  

s ä u r e - P u f f e r ,   pH  6 , 5 ,   d e r   : 0 , 8 5 ' %   N a t r i u m c h l o r i d   u n d  

0 , 0 5  %   N a t r i u m a z i d   e n t h ä l t ;   e l u i e r t .  

Den  v e r e i n i g t e n   E l u a t e n  w e r d e n   30 %  A m m o n s u l f a t ,   b e z o g e n  

a u f   d a s   F l ü s s i g k e i t s g e w i c h t ,   z u g e s e t z t   und  das   g a n z e   w i r d  



v e m   t .   Der   N i e d e r s c h l a g ,   d e r   d a s   P r o t e i n   (HPG-2)  e n t -  

w i r d   i n   300  ml  d e s t i l l i e r t e m   W a s s e r   g e l ö s t .   D i e  

P r o t e i n l ö s u n g   w i r d   g e g e n   T r i s - H y d r o x y m e t h y l - A m i n o m e t h a n -  

S a l z s ä u r e - P u f f e r   von   pH  8 , 0 ,   d e r   1 ,0   Mol  N a t r i u m c h l o r i d / l  

e n t h ä l t ,   d i a l y s i e r t   und  a u f   e i n e   m i t   S e p h a d e x   G-150   g e -  
f ü l l t e   S ä u l e   (100  x  20  cm)  a u f g e t r a g e n   und  m i t   dem  g e -  
n a n n t e n   P u f f e r   e l u i e r t .   W ä h r e n d   d e r   E l u t i o n   f i n d e t   e i n e  

F r a k t i o n i e r u n g   d e r   P r o t e i n e   n a c h   d e r e n   M o l e k ü l g r ö ß e   s t a t t .  

A n s c h l i e ß e n d   w e r d e n   d i e   E l u a t e   m i t   s p e z i f i s c h e m   A n t i s e r u m  

g e t e s t e t ,   d i e   d a s   G l y k o p r o t e i n   (HPG-2)   e i n t h a l t e n d e n  

F r a k t i o n e n   w e r d e n   g e s a m m e l t   und  d a r a u s   d i e   P r o t e i n e   n o c h -  

m a l s ,   w ie   o b e n   b e s c h r i e b e n ,   m i t   30 %  f e s t e m   A m m o n s u l f a t  

a u s g e f ä l l t .  

Zur   W e i t e r r e i n i g u n g   w i r d   d i e   F ä l l u n g   in   50  ml  W a s s e r   g e -  

l ö s t ,   g e g e n   e i n e n   0 , 0 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r ,   pH  6 , 8 ,   d i a l y -  

s i e r t   und  a u f   e i n e   m i t   H y d r o x y l a p a t i t   g e f ü l l t e   S ä u l e ,  

3  x  23  cm,  g e g e b e n .   Die   E n t w i c k l u n g   d e r   S ä u l e   e r f o l g t  

m i t   dem  0 , 0 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r ,   pH  6 , 8 .  

Das  G l y k o p r o t e i n   (HPG-2)   e r s c h e i n t   im  D u r c h l a u f ;   d i e s e r  

w i r d   a u f   e i n e m   U l t r a f i l t e r   e i n g e e n g t .   Das  K o n z e n t r a t  

w i r d   a n s c h l i e ß e n d   g e g e n   e i n e n   0 ,01   M  T r i s - H C l - P u f f e r , -  

pH  7 , 0 ,   d i a l y s i e r t   und  an  DEAE-SEPHADEX  ( S ä u l e   3  x  2 3 . c m )  

a d s o r b i e r t .   Zur   E l u t i o n   u n d  A u f t r e n n u n g   d e r   a d s o r b i e r t e n  

P r o t e i n e   d i e n t   e i n   N a C l - G r a d i e n t   von   0  -   2  %.  Die   d a s  

G l y k o p r o t e i n   (HPG-2)  e n t h a l t e n d e n   E l u a t f r a k t i o n e n   w e r d e n  

g e s a m m e l t   e i n g e e n g t .  

Zur   W e i t e r r e i n i g u n g   w i r d   d a s   e i n g e e n g t e   E l u a t   i n   e i n e r  

0 ,  0 7 5  m   A m m o n i u m b i k a r b o n a t l ö s u n g   a u f g e n o m m e n   und  e i n e r  

p r ä p a r a t i v e n   Z o n e n e l e k t r o p h o r e s e   u n t e r w o r f e n .   Die   d a s  

HPG-2  e n t h a l t e n d e   Zone  w i r d   n a c h   d e r   A u f t r e n n u n g   h e r a u s -  

g e s c h n i t t e n   und  m i t   p h y s i o l o g i s c h e r   K o c h s a l z l ö s u n g   e l u i e r t ;  

d i e   E l u a t e   e n g t   man  a n s c h l i e ß e n d   a u f   dem  U l t r a f i l t e r  

e i n .  



Das  a l s   V e r u n r e i n i g u n g   n o c h   v o r h a n d e n e   @ 1 B - G l y k o p r o t e i n  
w i r d   m i t   H i l f e   e i n e s   e n t s p r e c h e n d e n   I m m u n a d s o r b e n s   e n t -  

f e r n t .   Zur  H e r s t e l l u n g   d e s   I m m u n a d s o r b e n s   w e r d e n   A n t i -  

k ö r p e r   g e g e n   d a s   a 1 B - G l y k o p r o t e i n   k o v a l e n t   an  S e p h a r o s e  

g e b u n d e n   und  d a s   so  e r h a l t e n e   A d s o r b e n s   m i t   dem  E l u a t   i m  

B a t c h - V e r f a h r e n   o d e r   in   e i n e r   S ä u l e   in   B e r ü h r u n g   g e b r a c h t .  

D a b e i   w i r d   d a s   a 1 B - G l y k o p r o t e i n   an  d i e   t r ä g e r g e b u n d e n e n  

A n t i k ö r p e r   a d s o r b i e r t ,   w ä h r e n d   das   G l y k o p r o t e i n   HPG-2  i n  

L ö s u n g   b l e i b t .   Die   L ö s u n g ,   d i e   d a n n   n u r   n o c h   HPG-2  e n t -  

h ä l t   w i r d   g e g e n   W a s s e r   d i a l y s i e r t   und  l y o p h i l i s i e r t .   Man 

e r h ä l t   e t w a   10  b i s   30  mg  d e s   n e u e n   G l y k o p r o t e i n s   H P G - 2 .  

Es  z e i g t   f o l g e n d e   A m i n o s ä u r e - Z u s a m m e n s e t z u n g   ( H ä u f i g k e i t  

m i t   V a r i a t i o n s k o e f i z i e n t e n   (VK  in   %) : 



1.  N e u e s   G l y k o p r o t e i n   g e k e n n z e i c h n e t   d u r c h  

a)  e i n e n   P r o t e i n a n t e i l   von   7 5  ±   6  %; 

b)  e i n e n   K o h l e n h y d r a t a n t e i l   von   2 4 , 6  ±   5 , 2   %  d a v o n  

H e x o s e n   8 , 9  ±   2  %,  N - a c e t y l i e r t e s   H e x o s a m i n  
7 , 1  ±   1 ,5   %,  F u c o s e   0 , 2  ±   0 ,2   %,  N - a c e t y l i e r t e  

N e u r a m i n s ä u r e   8 , 4  ±   1 ,5   %. 

c)  e i n e n   S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n   S 2 0  w   von   2 , 5  ±   0 , 3   S ;  

d)  e i n   i n   d e r   U l t r a z e n t r i f u g e   b e s t i m m t e s   M o l e k u l a r g e -  

w i c h t   von   35  0 0 0  ±   5  0 0 0 ;  

e)  e i n e n   i s o e l e k t r i s c h e n   P u n k t   von   pH  3 , 4  ±   0 , 4 ;  

f)  e i n e n   E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t e n   E1%1cm  (280  mm)  v o n  
1 , 9  ±   0 , 3  ;  

g)  e i n e   e l e k t r o p h o r e t i s c h e   B e w e g l i c h k e i t   im  B e r e i c h  

z w i s c h e n   a 1 -   und  den   @ 2 , - G l o b u l i n e n  ;  
h)  e i n e   s p e z i f i s c h e   i m m u n o l o g i s c h e   R e a k t i o n   m i t   e i n e m  

s p e z i f i s c h   g e g e n   d a s   G l y k o p r o t e i n   g e r i c h t e t e n   A n t i -  

k ö r p e r .  

2.  V e r f a h r e n   z u r   A n r e i c h e r u n g   d e s   G l y k o p r o t e i n s   n a c h   A n -  

s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  e i n e   P r o t e i n -  

l ö s u n g ,   i n   w e l c h e r   d a s . G l y k o p r o t e i n   i m m u n o l o g i s c h  

n a c h g e w i e s e n   w e r d e n   k a n n ,   m i n d e s t e n s   e i n e r   d e r   f o l -  

g e n d e n   M a ß n a h m e n   u n t e r w o r f e n   w i r d   und  d i e   b e z ü g l i c h  

d e s   G l y k o p r o t e i n s   a n g e r e i c h e r t e   F r a k t i o n   g e w o n n e n   w i r d :  

a)  Z u g a b e   von   N e u t r a l s a l z e n   b i s   z u r   A u s f ä l l u n g   d e s  

G l y k o p r o t e i n s ;  

b)  M o l e k u l a r s i e b f r a k t i o n i e r u n g   und  G e w i n n u n g   d e r   F r a k -  

t i o n   m i t   e i n e m   M o l e k u l a r g e w i c h t   von   2 5  0 0 0   b i s  

75  0 0 0 ;  

c)  A d s o r p t i o n   d e s   G l y k o p r o t e i n s   an  e i n e n   s c h w a c h  

b a s i s c h e n   I o n e n a u s t a u s c h e r   und  E l u t i o n   d a v o n ;  

d)  Z u g a b e   von  w a s s e r l ö s l i c h e n   D e r i v a t e n   e i n e r   A c r i d i n -  



o d e r  C h i n o l i n b a s e   im  B e r e i c h  v o n   pH  5  -   10  b i s   z u  

e i n e r   E n d k o n z e n t r a t i o n   von  e t w a   0 ,8   %; 

e)  B e h a n d l u n g   d e r   G l y k o p r o t e i n l ö s u n g   m i t   H y d r o x y l a p a t i t ;  

f)  P r ä p a r a t i v e   Z o n e l e k t r o p h o r e s e   und  G e w i n n u n g   d e r  Z o n e  

z w i s c h e n   @1-  und  @ 2 - G l o b u l i n e n  ;  

g)  B e h a n d l u n g   d e r   P r o t e i n l ö s u n g   m i t   e i n e m   I m m u n a d s o r b e n s .  

3.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

a l s   P r o t e i n l ö s u n g   e i n   E x t r a k t   aus   m e n s c h l i c h e n   P l a z e n -  

t e n   v e r w e n d e t   w i r d .  

4.  V e r w e n d u n g   des   P r o t e i n s   n a c h   A n s p r u c h   1  z u r   G e w i n n u n g  

von  A n t i s e r e n .  

5.  A n t i s e r u m   e r h ä l t l i c h   d u r c h   I m m u n i s i e r u n g   von  W i r b e l -  

t i e r e n   m i t   e i n e m   G l y k o p r o t e i n   n a c h   A n s p r u c h   1 .  
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