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@ Neues Glykoprotein und Verfahren zu dessen Herstellung und seine Verwendung zur Gewinnung von Antiseren.

@ Gegenstand der Erfindung ist ein neues Glykoprotein,
welches aus Blutserum, aus Urin und dem Extrakt menschli-
cher Plazenten erhaitlich ist. Es ist gekennzeichnet durch )

einen Proteinanteil, im wesentlichen bestehend aus

a-Aminosduren, von 75 + 6%,

einen Kohlenhydratanteil, von 24,6 + 5,2%, davon Hexo-

sen 8,9 = 2 %, N-acetyliertes Hexosamin 7,1 * 1,56 %,

Fucose 0,2 *+ 0,2 %, N-acetylierte Neuraminsdure 8,4 +

1,5 %, -

einen Sedimentationskoeffizienten s2ow von 2,5 = 03 S,

ein Molekulargewicht von 35 000 = 5 000 aufgrund der

Bestimmung in der Ultrazentrifuge bzw. ein Molekuiar-

gewicht von 65 000 + 10 000 aufgrund der Bestimmung

im Natriumdodezylsulfat-haltigen Polyacrylamidgel,

einen isoelektrischen Punkt von pH 34 * 04, einen

Extinktionskoeffizienten E 110‘,%.’” {280 nm) von 1,9 + 0,3,

eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich zwi-

schen den ;- und den a,-Globulinen und eine spezifi-
sche immunologische Reaktion mit einem spezifisch
gegen dea Glykoprotein gerichteten Antikdrper.

Man gewinnt das Glykoprotein, indem man Korperfliis-
sigkeiten oder Extrakte von Organen, welche das Glykopro-
© tein enthalten, fraktioniert. s

Zur Gewinnung van Antiseren werden Wirbeitieren mit
dem Glykoprotein immunisiert,
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Neues Glykoprotein und Verfahren zu dessen Herstellung

und seine Verwendung zur Gewinnung von Antiseren
Die Erfindung betrifft ein neues Glykoprotein, das im

Blutserum, im Urin und im Extrakt menschlicher Plazenten

nachgewiesen und daraus isoliert werden kann sowie ein
Verfahren zu dessen Herstellung.

Die durch die widssrige Extraktion menschiicher Flazenten
erhdltliche Proteinl&sung enthdlt bekanntlicna eine Viel-

zahl von Komponenten, die teilweise den Serumproteinen

-zuzuordnen und zum anderen Teil Gewebepioteine sind.

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestell:, Iii Li-her

- noch nicht bekanntes Serum~Glykoprotein aus desni Zitrakt

15

20

menschlicher Plazenten zu isolieren, damit sgezifisch
gegen das neue Glykoprotein gerichtete antiseren herzu-
stellen, womit das Glykoprotein im Serum und im Urin
gualitativ nachgewiesen oder gquantitativ hestimmt werden

kann.

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Glykoprovein. wel-
ches aus Blutserum, aus Urin und dem Extrakt menschlicher

Plazenten erhdltlich ist. Es ist gekennzeichnet duvch

. BAD ORIGINAL gﬁ
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' Zur Ermittlung der Molékulargewichte wurde die Sedimen-
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einen Proteinanteil, im weéentlichen bestehend aus a-
Aminosduren von 75 £ 6 %, o
einen Kohlenhydratanteil von 24,6 % 5,2 %, davon Hexosen
8,9 * 2 %, N-acetyliertes Hexosamin 7,1 £ 1,5 %, Fucose
0,2 ¥ 0,2 %, N-acetylierte Neuraminsdure 8,4 * 1,5 %,
20w Von 2,5 * 0,3 s,
ein Molekulargewicht von 35 000 * 5 000 aufgrund der

einen Sedimentationskoeffizienten s

Bestimmung in der Ultrazentrifuge bzw. ein Molekularge-
wicht von 65 000 ¥ 10 000 aufgrund der Bestimmung im
Natriumdodezylsulfat-haltigen Polyacrylamidgel,

einen isoelektrischen Punkt von pH 3,4 t 0,4,
1%

1 cm X
1,9 £ 0,3, eine elektrophoretische Beweglichkeit im

einen Extinktionskoeffizienten E (280 nm) von
Bereich zwischen den aq- und den a—2-Globulinen und
eine Fpezifische immunologische Reaktion mit einem
spezifisch gegen das Glykoprotein gerichteten Anti-
kérper.

Zur Erlduterung der kennzeichnenden Merkmale des Glykopro-
teins sei folgendes ausgefihrt:

Die Bestimmung der Sedimentationskoeffiz%9nten wurde in
einer analytischen Ultrazentrifuge der Firma Beckman

(Spinco-Apparatur, Modell E) bei 6.000 UpM in Doppel-~

sektorzellen mit Hilfe der UV-Scanner Technik bei 280 nm
durchgefihrt. Als L&sungsmittel diente ein 0,05 M Phosphat-
puffer (pH 6,8) der 0,2 Mol/l NaCl enthielt. Die Protein-
konzentration betrug 2 %. Die Sedimentationskoeffizienten

sind auf die Basis von Wasser bei 20°C umgerechnet worden.

tatidnsgleichgewichtsmethode‘und'die Polyacrylamidgel-
Elektrophorese herangezbgen. Die Bestimmung in der Ultra-
zentrifuge wurde bei 9.000 UpM vorgenommen. Die Auswertung
erfolgte unter Zugrundelegung eines partiellen spezifischen
Voluﬁens (partial specific volume) von 0,74 mg/g. In der
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Ultrazentrifuge ergab sich ein Molekuldrgewicht von.
35.090 £ 5.000. '

I
Flir die Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurden zwei Verfah-
ren angewandt. Die Auftrennung im normalen Polyacrylamid
(PAA)-Gel erfolgte nach der Methode von Zwisler und Biel,
Z.klin. Chem. 4, Seite 58, (1966). Zur Untersuchung im
Natriumdodecylsulfat-haltigen Gel wurde ein Gel mit 7,5 %
PAA das 0,1 % Natriumdocdecylsulfat (SDS) ¢nthielt, ver-
wendet. Zur Reduktion.sind die Proteine in 1 % SDS mit
1 % Merkapto&thanol inkubiert worden. Das Anférben der
Proteine geschah mit Amidoschwarz. Aus der Wanderung im
SDS-haltigen PAA-Gel wurde fiir das Glykoprotein ein Mole-

kulargewicht von 65.000 ¥ 10.000 abgeleitet.

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde mit einer
Sdule (440 ml) der Firma LKB Stockholm, durchgefiihrt. Das
sogenannte Ampholin-Gemisch hatte bei der Untersuchung des
Glykoproteins einen pH-Bereich von 2,5 bis 4,0.

Die Untersuchung der elektrophoretischen Beweglichkeit
erfolgte in der Mikromodifikation von Beckmann Instruments
auf Zelluloseazetatfolien mit Natriumdidthylbarbiturat-
Puffer pﬁ 8,6.

Die Bestimmung der Kohlehydrate erfolgte nach der von H.E.

' Schultze, R. Schmidtberger, H. Haupt, Biochem. Z. 329,

Seite 490, (1958), beschriebenen Methode.

Die Aminosdurenanalyse wurde nach S. Moore, D.H. Spackmann,
W.H. Stein, Anal. Chem. 30, Seite 1185, (1958), unter Ver-
wendung des Flﬁssigkeitschromatdgraphen Multichrom B der
Firma Beckmann durchgefiihrt. 1/2 Cystin wurde nach Oxyda-
tion der Proteine mit Perameisensiure (S. Moore et al.,
Anal. Chem. 30, Seite 1185, (1958)) und nachfolgender Chro-
matographie (S. Moore, J.Biol.Chem. 238, Seite 235, (1963))
als Cysteins&dure bestimmt. Der Tryptophangehalt ist mit
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der c<arekten photometrischen Bestimmung nach H. Edelhoch,
Biochemistry 6, Seite 1948, (1967) ermittelt worden.

Die immunologische Charakterisierung der Substanz erfolgt
am einfachsten mit einem bekannten Diffusionsverfahren,
bei welchen Antigen, d.h. das Glykoprotein und ein gegen
das Glykoprotein gerichteter Antikdrper bzw. das hinsicht-
lich der Antikdrper nicht angereicherte Antiserum gegen-

einander in einem Tr&dgermedium, wie z.B. Agar, diffundieren.

Treffen die beiden Reaktionskomponenten in einem gilinstigen

Verhidltnis aufeinander, bildet sich ein sichtbares Pridzi-

pitat aus. Nach dieser Kenntnis ist es fiir den Fachmann

einleuchtend, dab alle immunologischen Techniken zum Nach-

weis und zur Bestimmung sowohl des neuen Glykoproteins,

als auch der gegen das Glykoprotein gerichtete Antik&rpér

mdglich sind.

Eine einfache und in der Regel ausreichend genaue Methode

zur quantitativen Bestimmung des Glykoproteins in K&rper-

flissigkeiten oder in Gewebeextrakten stellt die soge-

nannte Laurell-Technik dar. Sie ist beschrieben in Analyt.
Biochem. (New York), 15, Seite 45 (1966).

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Her-

stellung des oben charakterisierten Glykoproteins, da-

durch gekennzeichnet, daB8 Korperfliissigkeiten oder Ex-

trakte von Oréaneh, welche das Glykoprotein enthalten,

unter Zugrundelegung folgender erfindungsgemdB gefundener

Kriterien fraktioniert werden.

Das Glykeoprotein ist mit Neutralsalzen fdllbar. Mit dem

iiblicherweise fiir dérartige Fdllungen verwendeten Ammonium-

sulfat wird es bei einer S#ttigungskonzentration des Salzes

von 30 bis 60 % in einem pH-Bereich in der N&he des Neu-

tralpunktes gefdllt.

Entsprechend seinem Molekulargewicht kann das Glykoprotein
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Molekulargewichten zwischen 25.000 und 75.000 geeignet
sind, gewonnen werden. Vorteilhaft werden hierflir-die
Methoden der Gel-Filtration oder Ultrafiltration einge-
setzt. '

Das Glykoprotein wird bei neutralem oder schwach alka-
lischem pH-Wert an schwach basische Ionenaustauscher ad-
sorbiert. Vorteilhaft wird dabei eine vergleichsweise
wenig konzentrierte Pufferldsung verwendet, denn durch
ErhShung der Salzkonzentration oder auch durch Erniedri-
gung des pH—Wertés kann die Adsorption verhindert werden.
Andererseits bietet sich bei Kenntnis dieses Verhaltens
die Moglichkeit an, das Glykoprotein zu adsorbieren und
unter Verwendung von h&éherkonzentrierten Salzl&sungen
bzw. von PufferlSsungen mit erniedrigtem pH-Wert zu
eluieren.

Es hat sich gezeigt, daB das neue Glykoprotein mit den
wasserldslichen organischen Basen der Acridin- und
Chinolinreihe, die fiir Protein—Féllungsverfahren iblicher-
weise Verwendung finden, nicht pré&zipitiert wird. Es
bleibt in den'bei diesem Verfahren iiblichen Konzentra-
tionen im wéssrigen Uberstand. Danach kann.eine Acridin-
base, wie 2-Athoxy-6,9-Diaminoacridinlactat oder eine
Chinolinbase, wie Bis- (2-methyl-4-aminochinolyl-6)-

carbamid-hydrochlorid, zur F&dllung von begleitenden

" Proteinen verwendet werden, wobei das erfindungsgemdBe

Glykoprotein im HBberstand verbleibt.

Ahﬁliche Uberlegungen kdnnen gelten bei Verwendung von
ﬁydroxylapatit als Adsorbens fiir Proteine. Das neue Glyko-
protein.zgigt keine Affinitdt zum Hydroxylapatit, wohin-
gegen eine Reihe von Begleitproteinen von ﬁydroxylapatit
festgehalten wird. Das Glykoprotein gehdrt somit zu den
Hydroxylapatit—passierendgn Globulinen. Der Erfinder

schlédgt vor, es als Hydroéylapatit passierendes Globulin
(HPG-2) zu bezeichnen.
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Aufgrund der Kenntnis der elektrophoretischen Beweglich-
keit kann fiir die Anreicherung bzw. Isolierung des Glyko-
proteins die prédparative Zonenelektrophorese eingesetzt
werden. '

Die Affinitdt des Glykbproteins aufgrund seines immunolo-
gischen Verhaltens kann dafiir eingesetzt werden, das
Glykoprotein mit Hilfe von sog. Immun-Adsorptionsverfahren
anzureichern. Hierfiir kann in ansich bekannter Weise ein

Immunadsorbens d.h. ein tr&gergebundener Antikdrper, gegen

_das neue Glykoprotein hergestellt werden, welches das

Glykoprotein spezifisch zu binden vermag. Das Glykopro-
tein kann danach durch Anderung der Milieubedingungen
wieder eluiert werden, wie dies in der Fachliteratur mehr-

_fach beschrieben ist.

Durch eine ausgewdhlte Kombination der genannten Methoden,
die einerseits zur Anreicherung des Glykoproteins anderer-
seits zu einer Abtrennung von librigen Begleitproteinen
fihren, kann die Isolierung der erfindungsgemdBen Sub-
stanzen erfolgen. Demzufolge ist der Gegenstand der vor-
liegenden Erfindung in den einzelnen Anreicherungsschrit-.
ten fiir das neue Glykoprotein und in den duréh Kombination
der MaBSnahmen zur Anreicherung sich ergebenden Verfahren
zu dessen Reinigung zu sehen. .

Die Leitlinie filir das Verfahren zur Herstellung des Glyko-

. proteins besgteht darin, daB8 jeweils derjenige Anteil ge-

wonnen wird, welcher eine positive immunologische Reak-
tion mit einem gegen das neue Glykoprotein gerichteten
Antiserum ergibt.

Nach Durchfiihrung der genannten Verfahrensschritte zeigt
es sich zuweilen, daB das Glykoprotein noch von anderen
immunologisch nachweisbarén Begleitproteinen verunreinigt
ist. In diesem Falle werden die Verunreinigungen durch
deren spezifische Adsorption entfernt. Man bedient sich
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dabei gangiger Techniken der Immunadsorption, bei welchen
nach beschriebenen Verfahren an eihen Trdger gebundene
Antikdrper gegen das zu entfernende Protein als Adsor-
benzien eingesetzt werden. Hiufig ist das weitgehend
reine neue Glykoprotein noch mit Spuren des schwanger—
schafts—spezifischen B1—Glykoproteins und/oder des a,
B-Glykoproteins, auch als leicht fdllbares a1-Glykoprotein
bezeichnet, vergesellschaftet. Zu deren Abtrennung k&nnen
gegen die Proteine gerichteten Immunoglobuline, welche
kovalent an vernetzte Agarprédparationen, wie z.B.
SEPHAROSE, gebunden sind; verwendet werden.

Die auf eine Siule, welche mit dem spezifischen Immunad-
sorbens gefiillt wurde, aufgetragene Proteinldsung lduft
insoweit unbehelligt durch die S&ule, als nur diejenigen
Kompconenten gebunden werden, gegen die der Trédger einen
immunologisch aktiven Partner enthdlt. Das neue Glyko-
protein kann auf diese Weise von den Verunreinigungen

befreit werden.

Zur Herstellung des neuen Glykoproteins werden mehrere
der angefiihrten MaBnahmen.miteinander kombiniert und da-
bei jeweils diejenige Fraktion weiterverarbeitet, in der
immunologisch das neue Glykoprotein nachgewiesen werden
kann, wdhrend die {ibrigen Fraktionen verworfen werden.

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des neuen Glyko-
proteins kann jede Korperfliissigkeit oder jeder Organ-
exﬁrakt verwendet werden, in welchem es éelingt, das
Glykopfotein immunologisch nachzuweisen. Bevorzugt wer-
den Extrakte menschlicher Plazenten verwendet, die durch
Zerkleiﬁerdng und Extraktion mit Wasser odgr einer ver-
diinnten, zweckm&Big eiﬁér &eniger als 10 %igen Salzldsung,
vorteilhaft mit einer 0,5 %igen Néutralsalzlbspng, wie

beispielsweise Natriumchlorid, gewonnen werden kdnnen.
ZweckmdBig verwendet man auf 1 kg Plazenten etwa 1 - 5

Liter der Extraktionsldsung. Die nicht geldsten Anteile
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werden durch Zentrifugation oder Filtration von dem Extrakt

abgetrennt.

/
/

Das Verfahren zur Anreicherung ist gekennzeichnet durch
die Anwendung mindestens einer der folgenden MaBnahmen
auf Korperfliissigkeiten, welche das neue Glykoprotein
enthalten und die anschlieBende Gewinnung der beziiglich
des Glykoproteins angereicherten Fraktion:

a) Zugabe von wasserl&slichen Derivaten einer Acridin-
oder Chinolinbase, vorzugsweise des 2-Athoxy-6,9-
Diaminoacridin-lactat, im pH-Bereich von 5 - 10, vor-
zugsweise bei etwa pH 8, bis zu einer Endkonzentra-
tion von etwa 0,8 % (Gewicht zu Volumen), wobei das
Glykoprotein im wesentlichen im Uberstand verbleibt.

b) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausfdllung des Glyko-
proteins, vorzugsweise vom Ammoniumsulfat bei etwa
neutralem pH-Wert von 5 - 8 bis zu 30 - 60 % der
S&ttigungskonzentration des Ammoniumsulfats.

c) Adsorption des Glykoproteins an einem schwach-basischem
Ionenaustauscher, wie Didthylaminodthyl-cellulose, bei
einer Leitfdhigkeit der Ldsung von 0 - 2 mS und neu-
tralem oder schwachalkalischem pH-Wert (6 - 9). Bei-
spielsweise unter Verwendung eines etwa 0,01 M pPuf-
fers vom pH-Wert von etwa 8. Ein bevorzugt zu ver-
wendender Puffer ist beispielsweise Tris-Hydroxy-

" methylaminomethan-HCl. Die Elution des Glykoproteins
kann durch Senkung des pH-Wertes unter pH 7,0 oder
durch Erhdhung der Leitfihigkeit tiber 5 mS erreicht
werden. :

d) Trennung aufgrund der MolekﬁlgréBe (Molekularsiebfrak-
tionierung). Besonders geeignet ist die Gelfiltration
in einer S&ule gefiillt mit einem Polymeren entsprechen-
der PorengréBe, beispielsweise mit Epichlorhydrin-ver-
netztem Dextran, als SEPHADEX(R) hergestellt von der
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Firma_Pharmacia, Uppsala, mit dem Ziel der Anreicherung
von Proteinen mit einem Molekulérgewicht von . etwa
50.000. Aber auch Produkte wie ULTROGEL(R) von LKB,
Bromma oder BIO-GEL(R) von Bio-Rad Laboratories,

Richmond, Calif. k&nnen eingesetzt werden.

Durchfiihrung einer Adsorption mit Hydroxylapatit. Da
das Glykoprotein in verdiinnter Phosphatpufferl&sung
von Hydroxylapatit nicht gebunden wird, ist Hydroxyl-
apatit ein geeignetes Agens, um Begleitproteine des
Glykoproteins aus der Lésung zu entfernen. Die Protein-
18sung wird hierfir zweckmdBig auf einen pH-Wert um
den Neutralpunkt eingestellt und die Leitfihigkeit

der L&sung auf etwa 1 mS gehalten.

Prédparative Zonenelektrophorese.

Geeignet fiir die Durchfiihrung einer Elektrophorese ist
eine das Glykoprotein enthaltende L&sung, vorzugsweise
eine alkalische Pufferl&sung, beispielsweise in einem
Natriumdidthylbarbituratpuffer von pH 8,6, und einer
Ionenstédrke = 0,1. Die LO6sung wird in eine Apparatur
zur prédparativen Elektrophorese eingetragen, wie sie
beispielsweise von N. ﬁéimburger und R. Schmidtberger
in Behringwerke-Mitteilungen, Heft 43, Seite 83 ff.,
insbesondere auf Seite 119-120, beschrieben wird. Bei
dem Ger#t handelt es sich um die horizontale Anordnung
einer Tr&dgerelektrophorese in einem cffenen .Trog, in

welchem das Trdgermaterial zur Abfilihrung der Egi der

"Elektrophorese auftretenden Joul'schen Wirme auf unter

10°C gekiihlt wird. Als Trdgermaterial dienen gegeniiber Prote-
inen indifferente Substanzen, vorteilhaft Polyvinyl-
chlofid; oder dessén Copolymerisate in Form eines

Grahulats.

Es ist empfehlenswert, die Elektrophorese im alkalischen
pH=Bereich, vorteilhaft bei etwa pH 8,6, bei einer
Ionenstédrke von 0,08 - 0,12 und bei einer Feldstidrke
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. 4 - 6 Volt/cm vorzunehmen. Bei Verwendung von 0,1 M
Natriumdi&thylbarbituratpuffer vom pH-Wert 8,6 wandert
dgs Glykoprotein im elektrischen Feld in den zwischen
aq- und aZ—Globulinen liegenden Bereich der Plasma-
proteine.

Flir die Gewinnung des neuen Glykoproteins wird die be=-
treffende Zone herausgeschnitten und vom inerten Tra-
germaterial mit Hilfe von Wasser oder wéssriger Salz-
ldsungen, beispielsweise einer 0,5 bis 1 %igen Koch-
salzldsung, eluiert.

Das erfindungsgemdB hergestellte Glykoprotein Hat antigene -
Eigenschaften. Eine damit durchgefiihrte Immunisierung

von Tieren nach bekannten Methoden fithrte zur Bildung .

von spezifischen Antikdrpern im Blut der immunisierten
Tiere. Deren Seren kénne nach iiblichen Verfahren gewén—
nen und die darin enthaltenen Antikdrper angereichert
werden. Die Antiseren k&nnen in bekannten immunologischen
Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung des neuen
Proteins in Ko&rperfliissigkeiten, insbesondere in dem
Blutserum, Verwendung finden.

Die Erfindung wird in dem nachstehenden Beispiel né&her
erlgutert.
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Beisgiel

150 kg tiefgefrorene Plazenten werden zerkleinert und mit
150 1 einer 0,5 %igen wdssrigen Natriumchloridl&sung
extrahiert. Der Extrakt wird mit 2n-Natriumhydroxyd auf
pH 8 eingestellt und mit 50 1 einer 3 %igen wissrigen
Losung von Diamino&thoxyacridin-lactat versetzt. Nach
einer Wartezeit von 1 Stunde wird der ﬁberstand der das
erfindungsgemdBe Glykoprotein (HPG-2) enthidlt, abgehebert,
mit 5 % festem Natriumchlorid (11 kg) zur'Abscheidung des

- noch in Lésung verbliebenen Diamino&dthoxyacridin-lactats

versetzt, filtriert und mit 30 % - bezogen auf das Ge-
wicht der Flissigkeit - festem Ammoniumsulfat versetzt

und gut durchgeriihrt. Nach 1 Stunde wird der Niederschlag
abfiltriert. "

500 g dés auf dem Filter gesammelten Niederschlages wer-
den in 500 ml destilliertem Wasser geldst und gegen eine
0,01 molare Tris- (oxymethyl)-aminomethan-Salzsiure-Puf-
ferldsung vom pH-Wert 7,0, die-0,05 % Natriumazid ent-
h&dlt, dialysiert. Die dialysierte L&sung wird zentrifu-
giert und der Uberstand wird mit der gleichen Puffer-
Lésung auf 2.000 ml aufgeflillt, mit 0,1 n Natriumhydroxyd-
l&suhg auf pH 8,0 eingestellt und mit 500 g feuchter
Didthylaminodthylcellulose (Firma Serva, Heidelberg)

1 Stunde verriihrt.

Dann wird die Diathylaminoathylcellulose durch Filtrieren
von der I8sung abgetrennt, zweimal mit je 1 Liter 0,01
molarem Tris-(oxymethyl)-aminomethan-Salzsdure-Puffer

. vom pH-Wert 8,0 gewaschen und danach dreimal mit je

500 ml 0,02 molarem Tris- (oxymethyl) -aminomethan-Salz-
sdure-Puffer, pH 6,5, der 0,85 % Natriumchlorid und
0,05 % Natriumazid enthdlt;, eluiert.

Den vereinigten Eluaten werden 30 % Ammonsulfat, bezogen
auf das Fliissigkeitsgewicht, zugesetzt und das ganze wird
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vaXi %, Der Niederschlag, der das Protein (HPG-2) ent-
hZlt, wird in 300 ml destilliertem Wasser geldst. Die
Proteinldsung wird gegen Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan-
Salzsdure-Puffer von pH 8,0, der 1,0 Mol Natfiumchlorid/l
enthdlt, dialysiert und auf eine mit Sephadex G-150 ge-
flillte S&ule (100 x 20 cm) aufgetragen und mit dem ge-
nannten Puffer eluiert. Wdhrend der Elution findet eine

Fraktionierung der Proteine nach deren MolekiilgrdBe statt.

AnschlieBend werden die Eluate mit spezifischem Antiserum
getestet, die das Glykoprotein (HPG-2) einthaltenden
Fraktionen Werden gesammelt und daraus die Proteine noch-
mals, wie oben beschrieben, mit 30 % festem Ammonsulfat
ausgefdllt.

Zur Weiterreinigung wird die Fdllung in 50 ml Wasser ge-
16st, gegen einen 0,005 m Phosphatpuffer, pH 6,8, dialy-
siert und auf eine mit Hydroxylapatit gefiillte S&ule,

3 x 23 cm, gegeban. Die Entwicklung der S&ule erfolgt
mit dem 0,005 m Phosphatpuffer, pH 6,8.

Das Glykoprotein (HPG-2) erscheint im Durchlauf; dieser
wird auf einem Ultrafilter eingeengt. Das Konzentrat
wird anschlieBend gegen einen 0,01 M Tris-HCl-Puffer,:-
pH 7,0, dialysiert und an DEAE-SEPHADEX (S&dule 3 x 23.cm)
adsorbiert. Zur Elution und Auftrennung der adsorbierten
Proteine dient ein NaCl-Gradient von 0 - 2 %. Die das
Glykoprotein (HPG-2) enthaltenden Eluatfraktionen werden
gesammelt eingeengt. '

Zur Weiterreinigung wird das eingeengte Eluat in einer
0,075 m Ammoniumbikarbonatldsung aufgenommen und einer
prdparativen Zamxﬁlektrophoreée unterworfen. Die das
HPG-2 enthaltende Zone wird nach der Auftrennung heraus-
geschnitten und mit physiologischer Kochsalzldsung eluiert;

die Eluate engt man anschlieBend auf dem Ultrafilter
ein.

@."
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Das als Verunreinigung noch vorhandene dTB-Glykoproteinn
wird mit Hilfe eines entsprechenden Immunadsorbens ent-
fernt. Zur Herstellung des Immunadsorbens werden Anti-
kdrper gegen das a1B-Glykoprotein kovalent an Sepharose
gebunden und das so erhaltene Adsorbens mit dem Eluat im
Batch-Verfahren oder in einer S3ule in Beriihrung gebracht.
Dabei wird das a1B—Glykoprotein an die trdgergebundenen
Antik&rper adsorbiert, wdhrend das Glykoprotein HPG-2 in
L6sung bleibt. Die LOsung, die dann nur noch HPG-2 ent-
h&dlt wird gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert. Man
erhdlt etwa 10 bis 30 ﬁg des neuen Glykoproteins HPG-2.

Es zeigt folgende Aminosdure-Zusammensetzung (Hdufigkeit
mit Variationskoefizienten (VK in %):

¢

Hidufigkeit
in Mol % VK %
Lysin 4,41 : 6,92
Histidin 1,22 22,79
Arginin 1,34 9,18
Asparaginsdure . 8,23 2,56
Threonin .6,74 2,42
Serin 5,26 6,85
Glutamins&dure 12,59 0,49
Prolin - 1,27 - 9,20
Glycin 5,63 ' 9,84
" Alanin 15,05 6,35
Cystin/2 3,65 22,76
Valin . ' 9,89 S 7,94
Methionin A 0,0 . 0,0 .
isoleucin . : 0,88 7,39
Leucin o ’ 9,09 ' ﬁ 3,74
Tyrosin 1,02 30,77
Phenylalanin 3,60 5,14

Tryptophan 0,14 96,98
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Patentanspriiche

1. Neues Glykoprotein gekeﬁnzéichnet durch

a) einen Proteinanteil von 75 % 6 %;

b) einen Kohlenhydratanteil von 24,6 * 5,2 % davon
Hexosen 8,9 2 %, N—acetylierées Hexosamin
7,1 z 1,5 %, Fucose 0,2 % 0,2 g, N-acetylierte

Neuraminsiure 8,4 ¥ 1,5 %.

c) einen Sedimentationskoeffizienten S,, _ von 2,5 0,3 s;

d) ein in der Ultrazentrifuge bestimmtes Molekularge-

wicht von 35 000 £ 5 000; .

e) einen isoelektrischen Punkt von pH 3,4 bt 0,4;

1%

f) einen Extinktionskoeffizienten E‘lcm {280 mm) von

1,9 ¥ 0,3;
g) eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich
zwischen - und den u2ﬂﬂcbulinen;

h) eine spezifische immunologische Reaktion mit einem

4

spezifisch gegen das Glykoprotein gerichteten Anti-

kbrper.

Verfahren zur Anreicherung des Glykoproteins nach An-
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Protein-
16sung, in welcher das. Glykoprotein immunologisch
nachgewiesen werden kann, mindestens einer der fol-
genden MaBnahmen unterworfen wird und die beziiglich

des Glykoproteins angereicherte Fraktion gewonnen wird:

a) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausf&dllung des
Glykoproteins;

b) Molekularsiebfraktionierung und Gewinnung der Frak-

tion mit einem Molekulargewicht von 25 000 bis
75 000;
¢c) Adsorption des Glykoproteins an einen schwach

basischen Ionenaustauscher und Elution davon;

d) Zugabe von wasserl8slichen Derivaten einer Acridin-

9
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oder Chinolinbase im Bereich von pH 5 - 10 bis zu:
einer Endkonzentration von étwa 0,8 %;
e) Behandlung der Glykoproteiniésung mit Hydroxylapatit; .
f) Pridparative Zonelektrophorese und Gewinnung der Zone
zwischen ;- und az-Globulinen;

g) Behandlung der Proteinldsung mit einem Immunadsorbens.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB
als Proteinldsung ein Extrakt aus menschlichen Plazen-

ten verwendet wird:

Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zur Gewinnung

von Antiseren.

Anti%erum erhdltlich durch Immunisierung von Wirbel-

tieren mit einem Glykoprotein nach Anspruch 1.
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