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4} VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON ERYTHROGENEN TOXINERN (SCHARLACHTOXINEN)

7)Das Verfahren zur Gewinnung erythrogenes Toxine verfolgt die Aufgabe, aus Kulturfiltraten B-haemolysierender

treptokokken die gebildsten erythrogenen Toxine (Scharlachtoxine) zu gewinnen. Die Aufgabe wird folgendermalRen

sloest. Die Toxine werden durch Einruehren von saeureaktiviertem Magnesiumsilikat bei hoher lonenstaerke oder

iederen pH-Werten an das Silikat gebunden.und mechanisch vom Kulturfiltrat abgetrennt. Nach einer Waesche mit

fasser werden die Toxine durch Elution mit Natriumkarbonatloesung bei hohen pH-Werten vom Silikat eluiert. Durch

aellung mit Amrmoniumsulfat wird das Rohtoxin gewonnen. Nach dessen Aufloesen in Wasser erfolgt die Feinreinigung

ar Reihe nach durch zweimalige Absorption mit frisch hergestelitem Calciumphosphatgel, Konzentrierung mittels
mmoniumsulfatfaellung und stufenweiser Chromatographie an Carboxymethylionenaustauscher (CM-Sepharase). Die Absorption
folgt bei pH = 5,0 (0,02 M Acetat). Eluiert wird das gereinigte Toxin mit 0,05 M Acetatpuffer (pH = 5,2) als

sharfer Gipfel. ’
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Titel der Erfindung
Verfahren zur Gewinnung von erythrogenen Tox1nen (Scharlach~
toxinen) -

Anwendvngsgeblet der Exfindung

Die Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Gew1nnung erythroge~
ner Toxine in groBer Reinheit. Erythrogene Toxine werden von .
Streptokokkeﬁ der Gruppe & (Streptococcus pyogenes) gebildet
und sind Ursache der typischen Hautrdtung bei Scharlacherkran—
kungen. Die Symtomatologie des Séharlachs ist dariiberhinaus
durch die Toxinwirkung und die Bildung von Antitoxin charakte~
risiert. Frithere Versuche zur Scharlachtherapie waren demzufol-
ge auch durch aktive Immunisierungsversuche oder passive Se-
rumtherapie (vegl. H. Schmidt, Grundlagen der spezifischen The-
rapie und Prbphylaxe,bakterieller Infektionskrankheiten, Ber-
1in 1940, S. 1027-1038) gekennzeichnet, wobel allerdings nur
teilgereinigte Priparate zur Verfligung standen und somit Ne-
benwirkungen nicht ausblieben (vgl. Topley un@'Wilsons, Prin-
ciples of Bakteriology and Immunology, Hrsge G. S. Wilson und
A, A, Miles, Edward Arnold Lid. London 1955, Bde 2, S, 1669-
1672) .

Charakteristik der bekannten technischen LUsungen

Bisher bekannte Reinigungsvbrschriften beruhen;auf”&er Fgllung
von Kulturfiltraten mit vier Volumina Athanol und dem Ausnut-
zen der Loslichkeit bei pH = 4 (vgle Y. Be Kim und Ds Wo Wat-
son, A purified group A streptococcal pyorgenic exotoxin, phy-
siochemical and biologieal properties including the enhancement
of suscepbility to endotoxin lethal shock, J. Exp. M&édo 131 '
(1970) 611-628). Abgesehen davon, da8 mit dieser Methode keine
Abtrennung der groflen Hyaluronséﬁ}emengen méglich-ist und auch
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kein Reintoxin gewcnneﬁ wird, ist durch die grofen Alkoholmen=
gen fiir die Fallungsschritte die Menge an aufarbeitbaren Kul-
turfiltrates beschridnkts Iine technische Aawendung wire nur
unter grolen Schwierigkeiten denkbar,

Ziel der Erfindung

Die Erfindung beinhaltet als Ziel die Gewinnung von erybthroge-
nen Toxinen (Scharlachtoxinen).

Darlegung des Wesens der Erfindung

Dexr Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu be-
schreiben, mit dem hochgereinigte_eryﬁhrogéne Toxine gewonnen
werden konnen, '

Es worde gefunden; dall die unter normalen Bedingungen nicht mog-
liche Adsorption von érythrogenen Toxinen an siureaktiviertes
Magnesiumsilikat gelingt, wenn zum neutralen Xulturfiltrat

60 g/Titer Kochsalz zugesetzt werden oder wenn ohne Kochsalze
zusatz die Adsorption im sauren pHﬁBéreich (pH 3 bis 65 vor-
zugsweise 3,5) ausgefuhrt'wirdo Aus dem mechanisch abgetrenn~
ten Adsorbat kann das Toxin nach Wische mit Vasser mit Puffer-
losung bei pH von 945 bis 10 leicht eluiert werden. Auf diese
Weisevgelingt die sonst sehr schwierige Abilrennung der Hyalu-—
ronsdure, Damit wird eine Velterreinigung erst mﬁgliohatﬂach
Konzentrierung des Eluats durch Fdllen mit Ammoniumsulfat
(500vg/l) und Losen in Wasser wird durch Einrlihren von Calci-~
umchlorid und Dinatriumhydrogenphosphatlosung (pH tber 7)
durch das'eﬁtstehende Calciumphosphat ein GroB8teil Fremdsube— -
stanzen entfernt. Die Calciumphosphatabsorption wird einmal
wiederholt, Nach Konzentrierung durch Ammonsulfatfallung er-
folgt eine Feinreinigung durch stuﬂénweise Fraktionierung an
Carboxymethylionenaustauschern, bevorzugt Carboxymethylsepha-
rose, Damit 14B% sich in wenigen einfachen und reprdduzierba—
ren Schritten ein hochgepeinigﬁes Toxin gewlnnen.

Kusfilhrungsbeispiele

An Ausfiihrungsbeispielen soll das Verfahren ndher erléutert

werdene
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Beispiel 1

50 Iiter Streptokokkenkultur mit 5 mg/l Toxin werden nach bew
endeter Fermentation durch Zusatz von. 250 ml 30%igem Wasser-—
stoffperoxid unter Rithrung (eine Stunde) abgetdtet, Die Strep-—
bokokken werden abzentrifugiert und zum Kulturfiltrat werden

3 kg feuchtes, aktiviertes Silikat, vorzugsweise Florisil, und
3 kg Kochsalz eingeriihrt, Nach zwei Stunden 1&8% man absitzen
und gieBt den Uberstand abs Das Florisil wird mit etwa 5 Li-
tern Wasser gewaschen und anschlieSend mit 5 Iitern {1 % Natri-
umkarbonatldsung bei pH = 9,5 extrahiert. Man erh&lt 150 bis
200 mg Rohtoxin, welches weiter gereinigt wird, indem man zu 5
ILiter Rohtoxinlisung 2,5 kg Ammonsulfat zufiigt und nach dem
Auflosen lber Nacht bel 4 OC stehen 1ldB%t, Der ausgefallene Nie-
derschlag wird abgetrennt und in 250 ml Wasser ge}dsto Zu die~
ser Losung werden 2 g CaCl, (wasserfrei) zugesetzt und unter
Rithren bei einem kontrollierten pH von 7 bis 8 wird durch Zu-
satz von 'l g Na2HP04¢2HéO, in Wasser geldst, gefdllt., Das aus—
gefallene Phosphatgel wird abgetrennt, Durch eine anschliefien—
de, in gléicher Wieise ausgefiihrte Calciumphosphatfdllung erhdlt
man eine klare Toxinldsung (etwa 300 ml). Aus ihr wird mit Am-
monsulfat (75%ige Sittigung) das Rohmaterial gef#@llt. Nach Lo-
sen in 0,02 M. Acetatpuffer (pH = 5,0) wird gegen den gleichen
Puffer intensiv dialysiert. -Der ausgefallene Niederschlag wird
abgetrennt und die erhaltene Losung auf eine Carboxymethyl-
Ionenaustauschsdule, vorzugsweise CM-Sepharose CL6B, die mi%
gleichem Puffer Hquilibriert war, aufgetragen. Durch Waschen
nit 0,02 I Acetatpuffer bis zur Extinktion 0 (280 nm) wird

der grofBte Teil der Verunreinigungen entfernt. Das Toxin kann
nach Pufferwechsel mit 0,05 M Acetatpuffer (pH = 5,2) als
scharfer Gipfel sauber eluiert werden. Von 150 mg Rohtoxin er-
h8lt man etwa 75 mg Reinprodukte

‘Beispiel 2 |

50 Liter Streptokokkenkultur werden durch-Zugabe konzentrier-
ter Salzsdure auf pH = 3,5 gebracht und zur Abtdtung der Strep—~
tokokken eine Stunde geriihrt. AnschlieBend werden die Kokken
ohne Anderung des pE-Wertes abzentrifugiert. Zum sauren Kultur-—
filtrat rthrt man 3. kg sdureaktiviertes feuchtes Florisil ein



"t 228380 6

und 18+t nach 2 Stunden absitzen. Der Uberstand wird abgegos—
sen, das Florisil mit Wasser gewaschen und mit 5 Litern 1%iger
Natrivmcarbonatltsung bel pH = 9,5 eluiert. Man erhdlt etwa

150 mg Toxin. Die Reinigung erfolgt wie im Beispiel 41 beschrie-

. bena

Die Vorteile dieses Verfahrens sind:

Es wird in einfacher Weise eine Konéentrierung von Toxin mdg~
lich, Bs kann im technischen MaBstab gearbeitet werden, ohne

- dafl durch die Verwendung grofler Mengen organischer Losungsmit-
tel besondere SicherheitsmafBnahmen notig werden, Die Konzen-—
trieruhg bedingt gleichzeitig eine Vorreinigung und die fast
vollstindige Abtrennung der sonst praktisch kaum entfernbaren
hochviskosen Hyaluronsdure, deren Anwesenheit eine Weiterrei-
nigung duBerst erschwert. Die Feinreinigung wird in relatlv
kleinem Volumen mtglich. Das angewandte Reinigungsverfahren '
erfordert keine aufwendigen Ger#te, ist sehr schnell durchfihr-—
bar und zuden auch billig. Die erhaltenen Toxine sind bei Prii.
fung durch Natriumdodecylsulfatelektrophorese in Polyacryl-
amidgel praktisch frel von Verunreinigungeno
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Erfindungsanspruch

Verfahrén Zur Geﬁinnung von erythrogenen Toxinen aus Strepto-
kokkenkulturfiltraten, gekennzeichnet dadurch, daB

in eine fermentierte Streptokokkenkulitur mit oder ohne Abto-
tung der Keime und deren Abtrennung Magnesiumsilikat bei hoher
Tonenstirke (vorzugsweise 60 g/l Kochsalz) oder niederem pli~ ‘
Wert 3 bis 6,(vorzugsweise 3,5) eingerilbrt wird,

. das an Silikat gebundene Toxin von Kulturfiltrat mechanisch
abgetrennt wird und das Toxin durch Rithren mi{ Puffern bei ho-
hem pH-Wert (vorzugsweise 9,5 bis 10) als Rohtoxin eluiert und
mit Ammoniumsulfat 500 g/l gefsllt wird,

- zur Reinigung das in Wasser gelste Rohtoxin zweimal mit
frisch pripariertem Calciumphosphatgel absorbiert und mit” Am-
monsulfat konzentriert wird,

eine stufenweise Chromatographie an Kationenaustauschern (vor~
zugsweise Carboxymethylsepharose) als PFeinreinigung durchge~
fuhrt wird, wobei die Absorption und Wasche bei niederer Ionen—
stérke (vorzugsweise 0,02 M Acetat, pH = 5,0) und die Elution
bei leicht erhthter Ionenstirke (vorzugsweise 0,05 M, pH = 542)
durchgefthrt wird, '
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