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{54} Ver’fahren‘zur Vorbereitung Iésungsmittelhaltiger Extrakte zur analytisch‘en B‘estimmuﬁg :

‘ (57) Dle Erfmdung betrifft die Vorbereltung von orgamsche Losungsmlttel enthaltenden Losungen die Peot&d- S

und/oder EiweiBstoffe enthalten, zur anschlieBenden analytischen, Untersuchung im waBrigen Medium. Ziel ist ein
schonendes und wenig aufwendiges Vorbereitungsverfahren. Durch Behandlung der angegebenen Lésungen mit
Losungsmxtteln die mit Wasser nicht oder nur wenig mischbar sind, gelingt es, zu zweiphasigen Systemen zu

~ kommen, von denen die wafrige Phase die gewlnschten Substanzen, gegebenenfalls in angereicherter und

vorgereinigter Form enthlt, so da sie mit speziellen Analysenmethoden bestimmt werden kénnen. Die En‘mdung
kann-in der b|ochemsschen und kllmschen Anaiyttk sowie bei pharmazeutxschen Zube'eltungen angewe ndet werden
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inwendungsgebiet der Erfindung

N
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Die Erfindung betrifft ein. Verfahren zur einfachen, séhonén-
den und effektiven Vorbereltunm von organischen Losungsmlttel-
extrakten bei glelchze1+1ger Konzentrierung und 'Abtrennung
stdrender Substanzen zur analytischen Bestimmung von Peptldff
und EiweiSstoffen im wiBrigen Medium, | |

Qharakte'riggik der bel_cggnte‘ri ‘tec‘hn;schen‘ Lisungen

’Dle zur analytischen Best1m&ung von PeDuld- und Wiwéiﬁstoffen,'

wie von Hormonen, Zeleasing-Hormonen und Tnzymen in der kl’rl~
chen Chemie und pharmazeutischen Industrie angewendeten e -
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hoden bveruhen h8ufig auf der Durchfiihrung entsprechender Be-

stimmungsmethoden z. B. wie Immungssavs, Znzvmassays und opti-
‘schen Aonzenuratlonsoestimmungen in wdBrigen Ldsungen. Beding?

durch die unterschiedlichen Eigenschaften der dus~an5sm9te”1@
lien sowie durch in diesen vorhandens Substanzen, die die
eigentliche 2nalyse verfidlschen kdnnen, werden zur Extrakition
des~“us6anbsmaaer1a78 oft mit Vorteil. organische Lobungsmluuel
oder LosunvSﬁl el~em1scne herangezogen, die einen bedeutenden
Gewinn an Selegt1v1tat fir die Jnalvbe der analytisch zu be-

'stlmmenden Substanu bedeuten. ,
'So wird z. B. bei der inalyse des Insulingehaltes von Pankreas-

gewebe durch die Extraktion mit LﬁsungsmitfelgemiSChen‘der
zerstdrende ZinfluB von proteolytischen Enzvmen weitgehend
vermieden. Nachteilig bei einer solchen Verfahrensweise ist
die gleichzeitige Extraktion von Fett und : ettaqnllc 1en Sub--
stanzen, die nur mit umst#ndlichen leth oden, wie z. B. honen-
dem'Einengén im Vakuum oder mehrstufiger. Gegenstromver*elluné
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(RANDALL, BBA 90 (1964) 472-476) vor der elgentllchen Analvse,,
dlese z. B. durch chromatographiscéhe Methoden, entfernt wer-
den kodnnen. Dariiber hinaus besteht bei den ulnengungsver?ahren
immer die Gefahr der Denaturlerung oder einer Adsorption der
zZu bestlmmenden Substanzen an Cefananden oder an ausfallenden
Verunrelnlgungen, z. B. an Llplden.'

Diese Gefahren 51nd besonders dann grof und verbleten u. U,
eine analytlscne Bestlmmung vollstandlg, wenn bel . begrenzten
Hengen an Ausgangsmater;al.an der Nachweisgrenze der Bestim~
munvshethodén liegende SubStanzmengen zu bestimmen Sind

Piir immunchemische Methoden wird bei bekannten Losungsvor—
schldgen davon ausgegangen, daB be1 der oft mogllchen hohen
Verdiinnung der “xtrakte 1m elgentllchen Bestlmmungsansatz nur
geringe Wengen an Losungsmltteln und anderen Verunrelnlvungen :
vorllegen. Diese gerlngen Mengen verursachen bei der hohen
 Spezifitdt der Methoden kelne oder vernachla581gbar kleine
Fehler in der Bestlmmung der 1ntere381erenden Substanz. Das
setzt sowohl hohe Titer der verwendeten Antiseren als auch

hinreichend nohe Konzentrationen der zu bestlmmenden buostaﬁ-
zen voraus, die nur selten gegeben sind. iuBerdem ist genaue
Kenntnis der Adsorptionseffekte widhrend der Vérdﬁnnﬁngssbhrit-
'te notwendig.'Desha1b fiihrt solch ein Vorgehen insbesondere
, bei Bestimmung von Extraktén'mit_hohem.Gehalt,an zu'besti;—;
o » mender Substanz oft zu um GroBenordnungen falschen Werten.
~*  Pir solche F4lle kann man als Alternative Seéren mit geringerem
’ .~ Titer einsetzen. Dabei Wird'zwar’der'Verdﬁnnungsfehler-ver-
mieden, dafiir gind jetzt ‘die Einfliisse von Lisungsmitteln und
Nebenkomponenten nicht mehr vernadhléssigbar. Andererseits',
sind oft die Méngen oder Konzentrationen an zu bestimmender
‘Substanz im Extrakt so niedrig, daB auch mit empfindlichen
Methoden bei Verdiinnung keine Bestimmung mehr mdglich ist,
~ohne Verdiinnung jedoch die vorhandenen Lisungsmittel den
eigentlichen Test unmogllch machen.
Das ist z. B. bel. der Untersuchung von BlOpSlemateraal der
Fall. Ahnllche Probleme entstehen, wenn mit mogllchst gerin-
gen Zusatz an markiertem Material technlsche Prozesse durch
Isotonenverdunﬁungsmethoden zu unt ersucnen sind. Solcn alre

v



(B

- Verfahrensweise ergibt sich beim Elnsatz von radloaktlvem Ma-

terial dadurch, da8 die ‘Strahlenbelastung minimal zu halten
1st, und auBerdem aus Skonomisgchen Griinden. Letzteres gilt
auch fiir den Einsatz von nichtradiocaktiv markiertem Material,
Zz. B. bei Einsatz von stabll—lsotop—marklerten oder fluores~
zenz-markierten Substanzen. ’

Soll der Gehalt an Enzymen untersucbt wefden, z. B. durch
ptlsche Verfolgung'des Abbaus eines geeigneten Substrates,
so stdren oft Ldsungsmittel die'NachweiSreaktion.k

‘Hier kemn man sich gleichfalls durch»Verdﬁnnung'behelfen, ist

aber in dZhnlichem MaBe wie bei immunchemischen Verfahren von

~den Konzentratlonsgrenzen abhangl so daf eine Abtrennung .

der Losungsmittel oft unumginglich ist.

_'Allgemeln brauchbare Ldsungen zur Abtrennung des Losungswlt-
“tels auf destlllatlvem Wege in 1rgendelner Form s1nd filr die
Durchfiihrung von Serienanalysen kaum durchfiihrbar. Sle bedur—

fen auBerdem einer welteren Bearbeltung der f1u551gen oder

fegten Rickstinde zur Ent tfernung stdrender unlosllcner»Je*Ln-_

reinigungen. Alus #hnlichen Griinden sind metnoaen, die auf der
Dialyse beruhen, wenig befriedigend.

iufgezeigte Lisungswege durch Extraktion sind auf spezielle
‘kompliziert zusammengesetzte Losungsmittelgemische fiir Zinzel-

falle (DE PS 1 174.451) beschrinkt, ohne daB sich Hinweise
auf eine gllgemeine Anwendbarkeit finden.

- Ziel der IErfindung

Das Ziel der Erfindung ist ein Verfahren zur Vorbereitung 15—
sungsmittelhaltiger Extrakte zur Aﬁalyse auf ihren Gehalt anf
Peptiden, EiweiBen, Protechormonen, Releasing;HQrmonén und
Enzymen unter Vermeidung komplizierter Aufarbeitungsopera-
tionen und Gerite bei weitgehender Schonung vor zersidrenden
Einfliissen sowie bei gleichzeitiger Reinigung durch Abtren-
nung stdrender Begleitsubstanzen, wie z. B. Lipiden.
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- Darlegung des. Wesens der Frflndung

Die aufgezeigten Nachteile_des*Standes der Technik werden er-

findungsgemiB in besonders vorteiihafte* Teise behoben durch

~ Anwendung eines neuen Verfehrens zur Uberfuhrunc der Zu- be-

stimmenden Substanzen in eine waﬁrlée Phase.

- Dieses Verfahren besteht darin, daB der Waﬁrlge, losungsmlt—

telhaltlge Extrakt so mit einem Losungsmlttel das mit dem zur
Extraktion verwendeten Losungsmlttel VOllSuandl , mit Wasser
dagegen nicht. oder nur_wenlg mlschbar 1st versetzt wird, -deB

~sich zwei Phasen bildeﬁ von denen die wéBrige Phase das zu
‘bestlmmende Pepﬁld Proteohormon, Releasing-Hormon oder Enzym
~enthdlt, Als zusdtzlicher angest:ebter Effekt trltt dabe1,e1ne'

in weiten Grenzen durch die Wahl des Verhdltnisses Extrakt/
zugesetztes Losungsmlttel varllerbare KOﬁzentrlerung der zu

-bestlmmenden Substanzen auf. : v
| Die ctorenden Verunrelnlgungen aus dem Extrakt werden dabel
- gleichzeitig in der orranlscien Phase”angerelchert und mit

dleser abgetrennt. y _
Als Losungsmi tel n flissizge nonlenyascerstox*e, 2lipha~
tische Igter oder Zther, vorzugsweise Essigsiureethylester

'bvw. Diethvlether, sowie ‘halcgenierte Kohlenwasserstoffe wie

D;chlorme an,. loro?orm, -etrachlorkoale 1stoff, Etn"le“
chlorid oder Tr 1ca10rethan elnvesetgu.
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2,5 ml ethanolischer “Xuraﬁt von Blutplnsma werden mit ‘
8 ml Dietdvlether versetzt und vuuAduvcnveschuttelt. anh
dem Absitzen gev1nnt man 0,6 ml widBrige Phase zur Bestin-

mung der Hormone Insulln und Glukagon und C-Peptid mit

3.

Hilfe radioimmunologischer Methoden.

zur Pfozéﬁkontrollé»eines technischen Reinigungsprozesses
wurde Pankreas mit einem Propanol-Vasser-Gemisch in‘Gemené
wart von Sdure evaahiert'und nach Reinigung durch Filtra-
tion die Konzentration der Losung an Insulln, Glukavon,_'
C=-Peptid und proteolytischen Fnzymen bestimmt, v

Dazu. wurden dem 66 % Propanol enthaltenden Extrekt die’

v3 3fache Volumenmenge nsclosauveethflester zugesetzt gut

durchschiittelt und anschlleBend die Phasen vetrennt.

Aus 100 ml Extrakt wurden 10 ml Ldsung fiir die analvtlscne

Bestimmung gewonnen, die nach RI&-Bestlmmung O 75 ng Insu=-
lin, 0,03 mg Glukagon und 0,2 mg C-Peptid je nl enthielten.
Die Bestimmung der proteolytlscu. D vﬁe ergab eﬂnen Ge-
nalt von 10»FIP—Einheifen/ml. Iin weiterer &ell dcs mxvrag—
tes wurde iber eine iAdsorptionssZule gegeben und anschlie—
Bend eine Probe durch Zusatz von Issigsi sureethylester auf-
gearbeiteu. Die analyse nach der gleichen lethode ergab
einen Gehalt von 13 A1z Insulin und O 08,4,1O Glukagon sowie

0, 13 ng C—Peptld je ml.

,6OO ng lencewebe (T rockenmcsoe) me*den mit einem Cemlacn

aus 2, 5 ml 84%igem Ethanocl und O, 4 ml 1,0 olarnr qusnno*- 
sdure durch Ultraschallbehandlung 3 x 30 s homogenisiert,

"mit 0,5 ml N Natronlauge vermischt und 30 mi zentrifugiert.

Der Uberstand wird ebgetrennt und der Rickstand mit 1 ml
84%igem Ethanol geschiittelt und zentrifugiert. Die verun-
relnlgten Ubefstande werden mit 12 ml Diethylether ver--
setzt und bei -30 °C elnéefroren. Die Oberphase erd ab—
gegossen, die Qe?ro rene Unterpha: e»lyophi1i31er+.

Zur Bestimmung der interessierenden biologisch aktiven
Polypeptide und Proteine wird das Ivophilisat im geeigne=-
ten Du::"fer gelosr und unter 1rwendun~ gines ent snrecnenden



‘Immunassavs ouanultatlv bestlmmt

Es lassen sich auf dlese Welse Insulin, C=- Peptld Glukagon,
Substanz P, Gastrin, Somatostatzn und andere oubstanzen
bestlmmen. Die gefundenen Konzentratlonen im Attomol— blS
Femtomol-Bereich je mg Trockengewebe belegen dle Lelstunvs—

_ifahlgkelt der Methode,



- Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Vorbereltung losungsmlutelqaltlger th*axte |
zur analytischen Bestimmung von Peptiden und nlwelﬁen, '
gekennzeichnet dadurch, daB durch Zugabe eines nicht oder
‘nur wenig mit Jasser, jedoch vollstandlg mit dem im Ex-
trakt bereits enthaltenen Losungsmlttel mlschoaren Lo--
sungsmlttels eine wiaBrige Phase, die die zu oestlmmenden
Substanzen enthdlt, gebildet ‘wird, |

"2. Verfahren mach Punkt 1, gekennzeichnet’dadurch; daB‘stﬁreﬁ-v,“

de Verunreinigungen bei dem Ubergang in die wdBrige Phase
-'abgetrennt'werden; | . '
3 Verfahren nach Punkt 1, gekermzeichnet dadurch, daB durch
 Wehl des Verhaltnlsses Fxtrakt/zugesetztes Losungsmlttel
dle Konzentration der zu bestlmmenden Substanz in der wis-
: serlgen Phase variiert werden kann.

4, Verfahren nach Punkt 1, dekenn#eiéhnét dadurch, daf als 3"

zuzugebende Losungsmlttel fluss1ge hohlenwasserstoffe,
v allpnaulsche Ester oder Ether sowie qalocenlerte Kohlen-~ .
wasserstoffe eingesetzt werden.

5. Verfahren nach Punkt 1,vgekennzeichnét;dadurch; daB als
Zuzugebende'Lésungsmittél vorzugéweise.Essigséureethyl+‘
ester, Diethylether, Dichlormethan, Chloroform, Tetra-.
chlork OﬂlePSuOff, nthIencnlorld und rlcnlorethan einge-
setzt Werden.
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