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Glykoproteid des menschlichen Urins, Verfahren zu seiner Herstellung und Mittel zur Bekdmpfung von

Leukozytopenie.

@ Die Erfindung betrifft ein Glykoproteid, nachste-

hend als HGI-Glykoproteid bezeichnet (HGI =human
granulocyte inducing), isoliert aus dem Urin gesunder
Menschen, das auf die granulopoetischen Stammzellen
im menschlichen Knochenmark wirkt und dadurch die
Proliferation und Differenzierung dieser Zellen zur Bil-
dung von Granulozyten stimuliert. Die Erfindung be-
trifft ferner ein Verfahren zur Gewinnung des Glykopro-
teids sowie dieses Glykoproteid enthaltende Arzneimittel
zur Bekdmpfung von Leukozytopenie. Das Glykoproteid
hat ein Molekulargewicht von 75 000 bis 90 000 u und
einen isoelektrischen Punkt von pH 4,7 +0,2. Es ist 16s-
lich in Wasser, etwas 1dslich in Chloroform und unldslich
in Athanol und Aceton.
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PATENTANSPRUCHE
1. Glykoproteid des menschlichen Urins mit einem Mole-
kulargewicht von 75 000 bis 90 000 u bestimmt durch Gelfil-
tration mit folgenden physikalischen und chemischen Para-
metern:

th

(a) Loslichkeit: Loslich in Wasser, etwas 18slich in Chloro-
form und unléslich in Athanol und Aceton;

(b) spezifischer Drehwert: [0)2 = 0£40° bei ¢ = 0,25%in
Wasser;

(c) pH-Wert: 5,0 bis 6,0 1gewichtsprozentige wissrige
Lésung;

(d) Isoelektrischer Punkt: pH 4,7%0,2;

(e) Thermostabilitit: Vollstdndiger Verlust der stimulie-
renden Wirkung auf die Proliferation und Differenzierung
menschlicher Granulozyten nach 30miniitigem Erhitzen
einer 1prozentigen wissrigen Losung auf 6010,5°C;

() Elektrophorese: Relative Beweglichkeit 0,25 bei der
Elektrophorese an Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel;

(g) IR-Absorptionsspektrum: Charakteristische Absorp-
tion bei 3600 bis 3200 starke Absorption, 1700 bis 1600 starke **
Absorption, 1550 mittlere Absorption, 1430 bis 1380 (mittlere
Absorption) und 1150 bis 1000 breite Bande cm™';

(h) Farbreaktionen: Charakteristische Farbreaktion fiir
Saccharide mit a-Naphthol-Schwefelsdure, Indol-Schwefel-
siure, Anthron-Schwefelsdure und Phenol-Schwefelsdure;
charakteristische Farbreaktion fiir Polypeptidbindungen und
Aminosiuren nach dem Lowry-Verfahren und der Ninhy-
drin-Reaktion nach Hydrolyse mit Salzsdure;

(i) Aminosdure-Grundbausteine des Proteinrests: Prolin,
Asparaginsiure, Threonin, Serin, Glutaminséure, Glykokoll,
Alanin, Valin, Methionin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Phenyl-
alanin, Lysin, Histidin, Tryptophan und Arginin;

(j) Farbe und Kristallform: Weiss und amorph;

(k) Zuckerzusammensetzung des Polysaccharidrests: 10,0
bis 13,0 Gewichtsprozent neutrale Zucker ausgedriickt in
Glucose, 3,0 bis 7,0 Gewichtsprozent Sialinséuren und
1 Gewichtsprozent anderer Aminozucker;

(I) Gewichtsverhéltnis von Protein zu Polysaccharid: 75
bis 85:13,0 bis 20,0;

(m) Elementaranalyse: 42,3 bis 47,3% KohlenstofT, 5,7 bis
7,8% Wasserstoff, 9,6 bis 14,3% Stickstoff, 34,4 bis 39,4%
Sauerstoff und hochstens 0,2% Schwefel.
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2. Verfahren zur Herstellung des Glykoproteids nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die in
menschlichem Urin enthaltenen Proteine konzentriert, die
erhaltenen Proteine zur Abtrennung von Verunreinigungen
mit einem Kationenaustauscher behandelt, das Eluat zur
Adsorption des Glykoproteids mit einem Anionenaustau-
scher behandelt, das Glykoproteid aus dem Anionenaustau-
scher mit einer Salzldsung mit linearem Konzentrationsgra-
dient eluiert, das Eluat der Gelfiltrationschromatographie an
einem stark vernetzten Polymergel unterwirft, um das Glyko-
proteid zu entwickeln, und die Fraktionen mit realtiven Elu-
tionsvolumen Ve/Vo von 1,11 bis 1,60 auffangt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die aufgefangenen Fraktionen zusétzlich einer Affi-
nititschromatographie an einem Absorptionsmittel mit Affi-
nitit fiir Zucker unterwirft, und das adsorbierte Glykopro-
teid mit einer 20 bis 100 mmolaren Saccharidlosung eluiert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Eluat der priparativen Zonenelektrophorese
unterwirft und das Glykoproteid mit einer Salzlosung eluiert.

5. Verfahren nach Anspruch 2 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das relative Elutionsvoiumen 1,11 bis 1,45
betrégt.

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo-
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lumen von 1,11 bis 1,60 auf einen pH-Wert von 5 bis 9 ein-
stellt und die erhaltene wissrige Losung zur Inaktivierung
von Viren in Gegenwart von humanem Albumin 8 bis 30
Stunden auf 50 bis 70°C erhitzt.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die Albuminkonzentration in der wéssrigen Losung
mindestens 2,0% Gewicht pro Volumen betrigt.

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das Albumin aus humanem Serum oder humaner Pla-
centa stammt.

9. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo-
lumen von 1,11 bis 1,60 der Affinitétschromatographie an
einem Absorptionsmittel mit Affinitét fiir Zucker unterwirft,

15 das adsorbierte Glykoproteid mit einer 20- bis 100 mmolaren

Saccharidldsung eluiert, das erhaltene Eluat auf einen
pH-Wert von 5 bis 9 einstellt und die erhaltene wéssrige
Losung zur Inaktivierung von Viren in Gegenwart von
humanem Albumin 8 bis 30 Stunden auf 50 bis 70°C erhitzt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass die Albuminkonzentration in der wéssrigen Losung
mindestens 2,0% Gewicht pro Volumen betrigt.

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass das Albumin aus humanem Serum oder humaner Pla-

25 centa stammt.

12. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo-
lumen von 1,11 bis 1,60 der Affinititschromatographie an
einem Absorptionsmittel mit Affinitét fiir Zucker behandelt,

30 das adsorbierte Glykoproteid mit einer 20- bis 100 mmolaren

Saccharidl6sung eluiert, das erhaltene Eluat der préparativen
Zonenelektrophorese unterwirft, das Glykoproteid mit einer
Salzldsung eluiert, das erhaltene Eluat auf einen pH-Wert
von 5 bis 9 einstellt und zur Inaktivierung von Viren in

35 Gegenwart von humanem Albumin 8 bis 30 Stunden auf 50

bis 70°C erhitzt.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Albuminkonzentration in der wissrigen
Losung mindestens 2,0% Gewicht pro Volumen betrégt.

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Albumin aus humanem Serum oder
humaner Placenta stammt.

15. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo-
lumen von 1,11 bis 1,60 der Affinititschromatographie an
einem Absorptionsmittel mit Affinitét fiir Zucker unterwirft,
das adsorbierte Glykoproteid mit einer 20- bis 100 mmolaren
Sacchardildsung eluiert, das Eluat der priparativen Zonen-
elektrophorese unterwirft, das Glykoproteid mit einer Salzlo-
sung eluiert, im Eluat die Konzentration des Glykoproteids
auf mindestens 70 mg pro mi und den pH-Wert auf 5 bis 9
einstellt und das erhaltene Eluat zur Inaktivierung von Viren
8 bis 30 Stunden auf 50 bis 70°C erhitzt.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Konzentration des Glykoproteids bei der
Vireninaktivierangsstufe 100 bis 200 mg pro ml betrégt.

17. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die das Glykoproteid enthaltenden Fraktionen, ein-
schliesslich des Proteine enthaltenden konzentrierten
menschlichen Urins, zur Inaktivierung von Viren in einer
beliebigen Stufe in Form einer wissrigen Losung 8 bis 30
Stunden auf 50 bis 70°C unter solchen Bedingungen erhitzt,
dass der Proteingehalt der wissrigen Losung auf mindestens
70 mg pro ml und der pH-Wert auf 5 bis 9 eingestellt worden
ist.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Proteingehalt der wissrigen Losung fiir die
Vireninaktivierung 100 bis 150 mg pro mi betragt.
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19. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,  enthalten. Die Chemotherapeutika sind jedoch unerwiinscht
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo- aufgrund ihrer unbefriedigenden Wirkung und/oder Neben-
lumen von 1,11 bis 1,60 der Affinititschromatographie an wirkungen. Es war daher das Ziel zahlreicher Forschungs-
einem Absorptionsmittel mit Affinitit fiir Zucker unterwirft gruppen, Arzneistoffe zur Behandlung von Leukozytopenie
und das adsorbierte Glykoproteid mit einer 20- bis 100 mmo- s zu entwickeln, die wirksamer sind und geringere Nebenwir-

laren Saccharidldsung eluiert, wobei man die das Glykopro-  kungen hervorufen. Es war bekannt, dass ein «colony-stimu-
teid enthaltenden Fraktionen, einschliesslich des Proteine lating-factor», nachstehend kurz mit CSF bezeichnet, die
enthaltenden konzentrierten menschlichen Urins, zur Inakti-  Proliferation und Differenzierung von Knochenmarkzellen
vierung von Viren in einer beliebigen Stufe in Form einer stimuliert. CSF wirkt auf Knochenmarkzellen und stimuliert
wissrigen Losung 8 bis 30 Stunden auf 50 bis 70°C unter 1 die Proliferation und Differenzierung zur Bildung von Gra-
solchen Bedingungen erhitzt, dass der Proteingehalt der nulozyten oder Makrophagen. Es ist ein essentieller Faktor
wissrigen Losung auf einen Wert von mindestens 70 mg pro fiir die Knochenmarkzellen bei ihrer in vitro Ziichtung durch
ml und der pH-Wert auf 5 bis 9 eingestellt worden ist. gleichzeitige Proliferation und Differenzierung Granulo-

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- zyten- oder Makrophagenzellaggregate zu bilden (nachste-
zeichnet, dass der Proteingehalt der wiissrigen Losung 100 bis 15 hend als Granulozyten- oder Makrophagen-Kolonien -
150 mg pro mi betrigt. bezeichnet); vgl. Y. Ichikawa, Proceedings of the National

21. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, ~ Academy of Science, Bd. 56 (1966), S. 488, und D. Metcalf,
dass man die Fraktionen mit einem relativen Elutionsvo- Experimental Hematology, Bd. 1 (1973), S. 185. Da CSF die
lumen von 1,11 bis 1,60 der Affinitdtschromatographie an Bildung von Granulozyten- und Makrophagen-Kolonien

einem Absorptionsmittel mit Affinitdt fiir Zucker unterwirft, 20 von Knochenmarkzellen induziert, schlugen einige For-

das adsorbierte Glykoproteid mit einer 20- bis 100 mmolaren  schungsgruppen vor, CSF als getrennte Faktoren anzusehen,
Saccharidlésung eluiert, das Eluat der priparativen Zonen- némlich als Granulozyten induzierenden Faktor und Makro-
elektrophorese unterwirft und das Glykoproteid in reiner phagen induzierenden Faktor; vgl. E.R. Stanley et al., J. Exp.
Form mit einer Salzldsung eluiert, wobei man die das Glyko- ~ Med., Bd. 143 (1976), S. 631. Im allgemeinen werden diese
proteid enthaltenden Fraktionen, einschliesslich des Proteine 25 Faktoren jedoch gemeinsam als CSF in vitro Tests an Miuse-
enthaltenden konzentrierten menschlichen Urins, zur Inakti-  knochenmarkzellen bestimmt. Es wurden zahlreiche Fak-

vierung von Viren in einer beliebigen Stufe in Form einer toren, die die Koloniebildung in vitro in M3useknochen-
wissrigen Losung 8 bis 30 Stunden auf 50 bis 70°C unter markzellen stimulieren, aus verschiedenen Quellen isoliert,
solchen Bedingungen erhitzt, dass der Proteingehalt der beispielsweise Serum, Urin, verschiedenen Organextrakten
wissrigen Losung auf einen Wert von mindestens 70 mg pro 30 und Medien, die durch verschiedene Gewebe und Zellinien
ml und der pH-Wert auf 5 bis 9 eingestellt worden ist. konditioniert sind, Kérperfliissigkeitselemente wie Serum
22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- und Urin, konditionierte Medien von Zellen, wie Leukozyten
zeichnet, dass der Proteingehalt der wéissrigen Losung fiirdie  und Gewebe; vgl. J.W. Sheridan, Journal of Cell Physiology,
Vireninaktivierung 100 bis 150 mg pro ml betrigt. Bd.78(1971), S. 451. Auf menschliche Knochenmarkzellen
23. Arzneimittel zur Bekdmpfung von Leukozytopenie, 35 wirkendes CSF wurde aus menschlichen Quellen isoliert,
gekennzeichnet durch einen Gehalt an dem Glykoproteid ndmlich aus Serum, verschiedenen Organextrakten und
nach Anspruch 1. durch Gewebe konditionierten Medien; vgl. D. Metcalf und
24. Arzneimittel nach Anspruch 23, dadurch gekenn- M.A.S. Moare, «Ciba Foundation Symposium 13, Haemo-
zeichnet, dass es frei von viraler Infektiositit ist. poietic Stem Cells», S. 157, Elsevier Excerpta Medica, Hol-

25. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 23 oder 24, 40 land, 1973. Das aus verschiedenen Organen, verschiedenen
gekennzeichnet durch einen Gehalt an dem Glykoproteid mit ~ Zellen und deren konditionierten Medien erhaltene CSF ist
einer spezifischen biologischen Aktivitit von mindestens jedoch nicht identisch. Beispielsweise betrigt das Molekular-
35000 Einheiten pro mg. gewicht von CSF aus Medien, die durch humane Placenta-

zellen konditioniert sind, 30 000 Dalton (vgl. A.-W. Burgess et
45 al., Blood, Bd. 49 (1977), 8. 573), wihrend das Molekularge-
wicht von CSF aus humanem Serum 45 000 Dalton betrigt
(vgl. S.H. Chan et al., British Journal of Haematology, Bd. 20
(1971), S. 329). Zwei Typen von CSF mit einem Molekularge-

Die Erfindung betrifft ein Glykoproteid, nachstehend als wicht von 35 000 und weniger als 1300 wurden aus Medien
HGI-Glykoproteid bezeichnet (HGI = human granulocyte s isoliert, die durch humane Leukozyten konditioniert worden
inducing), welches aus dem Urin gesunder Menschen isoliert  sind; vgl. G.B. Price et al., Blood, Bd. 42 (1973), S. 341. Die
werden kann, das auf die granulopoetischen Stammzellenim  verschiedenen CSF-Priparate haben eine unterschiedliche

menschlichen Knochenmark wirkt und dadurch die Prolife- Aktivitdt. Einige wirken entweder auf zu proliferierende und
ration und Differenzierung dieser Zellen zur Bildung von zu differenzierende Granulozytenzellen oder Makrophagen-
Granulozyten stimuliert. Die Erfindung betrifft ferner ein 55 zellen. Andere wirken auf beide Arten von Zellen. Deshalb
Verfahren zur Gewinnung des Glykoproteids sowie dieses sind die aus verschiedenen Quellen isolierten CSF-Priiparate
Glykoproteid enthaltende Arzneimittel zur Bekimpfungvon  voneinander verschieden; vgl. Metcalf und Moore, a.2.0.,
Leukozytopenie. 1973.

Wiihrend das periphere Blut gesunder Menschen etwa 5000 Es ist ferner bekannt, dass im menschlichen Urin ein Typ
bis 9000 Leukozyten pro mm?® enthlt, liegt die Zahl der Leu- ¢0 CSF vorkommt, der Miuseknochenmarkzellen zur Bildung
kozyten bei Leukozhytopenie unterhalb etwa 4000 pro mm?, von Kolonien von Granulozyten und Makrophagen in vitro
Die Leukozytopenie hidngt mit einer anormalen Abnahme stimuliert; vgl. E.R. Stanley et al., Federation Proceedings,

der Proliferation von Knochenmarkzellen bei einigen infek- Bd. 34 (1975), S. 2272, und E.R. Stanley und D. Metcalf,
tisen und parasitiren Erkrankungen, Bestrahlung oder Ver-  Journal of Experimental Biology and Medical Science, Bd.
abfolgung von Zytostatika zusammen. Zur Therapie der Leu- ¢s 47 (1969), S. 467. Dieses CSF-Priparat soll ein Molekularge-
kozytopenie wurden bisher Priparate verwendet, die Gly- wicht von 45 000 haben und die Proliferation und Differen-
cyrrhizin oder ein Gemisch von Cystein und Glykokoll, zierung von Méuseknochenmarkzellen zur Bildung von vor-
a-Mercaptopropionylglycin oder das Alkaloid Cepharantin ~ wiegend Makrophagen-Kolonien stimulieren. Im Gegensatz
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zu seiner stimulierenden Wirkung gegeniiber Mauseknochen-
markzellen stimuliert das Priparat kaum die Bildung von
Granulozyten- oder Makrophagen-Kolonien in mensch-
lichen Knochenmarkzellen, sondern es stimuliert die Bildung
von sogenannten Cluster. Im Zusammenhang mit mensch-
lichen Knochenmarkzellen bedeuten die Ausdriicke
«Kolonie» und «Cluster» Zellaggregate mit 40 oder mehr
Zellen bzw. 3 bis weniger als 40 Zellen nach der Definition
von Metcalf; vgl. D. Metcalf, Experimental Haematology,
Bd.2(1974), S. 157.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Glykopro-
teid bzw. ein CSF-Priparat sowie ein Verfahren zu seiner
Herstellung zu schaffen, das als Arzneistoff zur Bekdmpfung
von Leukozytopenie eingesetzt werden kann. Die Losung
dieser Aufgabe beruht auf dem Befund, dass aus mensch-
lichem Urin ein HGI-Glykoproteid isoliert werden konnte,
das sich von den bekannten CSF-Priiparaten erheblich unter-
scheidet, ein Molekulargewicht von etwa 85 000 u besitzt und
sowohl bei menschlichen Knochenmarkzellen als auch Mau-

konzentriert und das Konzentrat mit einer verdiinnten Puf-
ferlosung vom pH-Wert 6 bis 8 dquilibriert und der Ionenaus-
tauschchromatographie an einem Anionenaustauscher, wie
DEAE-Cellulose, unterworfen, die mit dem gleichen Puffer

s dquilibriert worden ist. Das HGI-Glykoproteid wird an dem

Anionenaustauscher adsorbiert. Sodann wird das adsorbierte
HGI-Glykoproteid mit einer 0,1 bis 0,3M Salzldsung, vor-
zugsweise einer Natriumchloridlosung, mit linearem Kon-
zentrationsgradient eluiert. Das HGI-Glykoproteid wird bei

10 einer Salzkonzentration von 0,1 M oder hoher eluiert. Eine

vollstindige Trennung ist schwierig. Die Fraktionen der
abfliessenden Losung bei einer 0,1 bis 0,3M Salzkonzentra-
tion werden aufgefangen und gegebenenfalls entsalzt und
konzentriert.

Es ist auch mdglich, die stufenweise Eluierung mit 0,1 bis
0,3M Salzlosung zur Eluierung des HGI-Glykoproteids aus
dem Ionenaustauscher anzuwenden.

Zur weiteren Reinigung werden die erhaltenen vereinigten
Fraktionen der Gelfiltrationschromatographie an einem

seknochenmarkzellen die Bildung reiner Granulozytenkolo- 20 stark vernetzten Polymergel mit einem Wasseraufnahmewert

nien in vitro bewirkt. Das HGI-Glykoproteid hat eine starke
Wirkung auf menschliche Knochenmarkzellen und stimuliert
die Proliferation und Differenzierung reiner Granulozyten-
kolonien. Nachstehend wird diese Wirkung bisweilen auch
als «biologische Aktivitit» bezeichnet.

Dementsprechend ist Gegenstand der Erfindung ein Gly-
koproteid aus menschlichem Urin, das menschliche Kno-
chenmarkzellen zur Bildung von Granulozytenkolonien sti-
muliert und das ein Molekulargewicht von 75 bis 90 000 u,

bestimmt durch Gelfiltration, und die weiteren Eigenschafien 30

von Anspruch 1 aufweist.

Das HGI-Glykoproteid der Erfindung wird wie in den
Verfahrensanspriichen beschrieben, hergestellt.

Nachstehend wird die Erfindung néher beschrieben.

Ein typisches Verfahren zur Herstellung des HGI-Glyko-
proteids der Erfindung wird folgendermassen durchgefiihrt:
Frischer Urin von gesunden Menschen wird auf einen
pH-Wert von 6 bis 9, vorzugsweise 7 bis 8, mit verdiinnter
Siaure oder Base eingestellt und sodann zur Abtrennung von
unldslichen Substanzen zentrifugiert. Der Uberstand wird
mit einem Silicium enthaltenden Adsorptionsmittel, wie Kie-
selgel, Kieselgel-Magnesiumsilikat, Diatomeenerde, Quarz-
glas oder Bentonit, zusammengebracht, und die adsorbierten
Bestandteile werden mit einer alkalischen Losung mit einem
pH-Wert von vorzugsweise 9 oder héher eluiert. Die Art der
zur Eluierung verwendeten alkalischen Losung ist nicht
besonders kritisch. Vorzugsweise wird eine wissrige Ammo-
niakldsung oder Natronlauge in einer Konzentration von 0,3
bis 1,5M verwendet. Das erhaltene Eluat wird mit einer Sdure
auf einen pH-Wert von 7 bis 8 eingestelit und mit einem Neu-
tralsalz, beispielsweise Ammoniumsulfat bis zu 70prozen-
tiger Sittigung, versetzt, um den Wirkstoff auszusalzen. Es
wird eine rohe Proteinfraktion erhalten, die das HGI-Glyko-
proteid enthalt.

Die erhaltene rohe Proteinfraktion wird in einer geringen
Menge einer alkalischen Losung geldst, von niedermoleku-
laren Substanzen durch Ultrafiltration befreit, mit einer 0,01
bis 0,15molaren Salz-Pufferldsung verdiinnt und mit einem
Kationenaustauscher, beispielsweise einem Carboxymethyl-
dextran, Carboxymethylcellulose oder Phosphocellulose,
behandelt, um Verunreinigungen abzutrennen. Die Behand-
lung mit dem Austauscher wird bei neutralem pH-Wert
durchgefiihrt. Die rohe Fraktion des HGI-Glykoproteids und
der Kationenaustauscher wurden vor dem Zusammen-

bringen auf einen pH-Wert von 6 bis 8 mit vorzugsweise 0,01 65

bis 0,15M Salz-Pufferldsung eingestellt. Der grosste Teil des
HGI-Glykoproteids lduft durch den Kationenaustauscher
ohne Adsorption hindurch. Die abfliessende Losung wird

von 10 bis 20 ml pro g unterworfen, beispielsweise Sephadex
G-150 oder Biogel P-100. Die aktiven Substanzen werden mit
einer 0,05 bis 0,1M Salz-Pufferldsung entwickelt. Fraktionen
mit einem relativen Elutionsvolumen von 1,11 bis 1,60, vor-

25 zugsweise 1,11 bis 1,45, werden aufgefangen, entsalzt und

konzentriert oder gefriergetrocknet.

Die auf diese Weise erhaltenen, halbreinen HGI-Glyko-
proteid-Priparate konnen bereits als Arzneistoffe verwendet
werden.

Das relative Elutionsvolumen wird ausgedriickt durch den
Quotient Ve/Vo, wobei Ve das zur Eluierung der in der Sdule
vorliegenden Substanz erforderliche Elutionsvolumen und
Vo das dussere Volumen (Hohlraumvolumen) darstellt.

Zur weiteren Reinigung wird das halbgereinigte Préparat

35 in einer verdiinnten Salz-Pufferldsung geldst, die 1,0 bis 2,0M

beispielsweise einer Phosphatpufferlosung vom pH-Wert 6,0
bis 8,0, vorzugsweise 6,0 bis 7,0, enthélt und 1,0 bis 2,0M an

Natriumchlorid ist. Die Losung wird der Affinititschromato-
graphie an einem Absorptionsmittel mit Affinitat fiir Zucker

4 unterworfen, beispielsweise Concanavalin A-Sepharose 4B,

das mit der gleichen Pufferldsung dquilibriert worden ist. Das
an der Siule adsorbierte HGI-Glykoproteid wird mit einer
1,0 bis 2,0M Salzldsung in einer verdiinnten Pufferldsung,
die 20 bis 100 mMolar an Sacchariden und 1,0 bis 2,0M an

¢5 Salz ist, beim pH 6,0 bis 8,0 eluiert. Beispielsweise ist das Sac-

charid ein a-Methyl-D-glucosid, das in Losung einen
pH-Wert von 6,0 bis 8,0, vorzugsweise 6,0 bis 7,0, hat. Die
das HGI-Glykoproteid enthaltenden Fraktionen werden auf-
gefangen und erforderlichenfalls entsalzt und konzentriert

50 oder gefriergetrocknet.

Zur weiteren Reinigung des HGI-Glykoproteids durch
Elektrophorese werden die vereinigten Fraktionen aus der
Affinititschromatographie der priparativen Zonenelektro-
phorese unter Verwendung von Acrylamidgel oder Agaro-

ss segel als Triger beim pH-Wert 7,0 bis 9,0 unterworfen. Stark

gereinigtes HGI-Glykoproteid wird vom Tréger mit ver-
diinnter Salzldsung unter Kithlung eluiert. Sodann wird die
erhaltene Losung entsalzt, konzentriert oder gefrierge-
trocknet.

Im Verlauf des erfindungsgemissen Verfahrens zur Gewin-
nung des HGI-Glykoproteids ist es moglich, gleichzeitig
noch Urokinase, Kallikrein und Lysozym zu gewinnen.

Das erhaltene stark gereinigte HGI-Glykoproteid ist ein
weiss bis hellbraun gefirbtes Pulver, es ist geschmack- und
geruchlos und etwas hygroskopisch und hat die nachstehend
beschriebenen physikalischen und chemischen Eigen-
schaften.

In Fig. 1 ist das IR-Absorptionsspektrum des HGI-Glyko-
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proteids wiedergegeben. Fig. 2 zeigt die Beziehung zwischen Tubelle I (Fortsetzung)
der relativen Beweglichkeit bei der Elektrophorese und dem Aceton unlbslich
Molekulargewicht. In Fig. 3 ist das UV-Absorptionsspekt}'um Chloroform wenig 1oslich
des 'HGI-Glyk.oprotelds wiedergegeben und Fig. 4 zeigt die IM Natriumchloridlésung 16slich
Beziehung zwischen der zugesetzten Menge des HGI-Glyko- 5 {gor c1cr oselosung 16slich
proteids und der Zahl der Kolonien, die sich beim in vitro
Test entwickelt haben.
Die physikalischen und chemischen Eigenschaften wurden
an der Probe Nr. 6 von Beispiel 1 (vgl. unten) bestimmt. Ausserdem ist HGI-Glykoproteid in verdiinnten Salzl-
10 sungen leicht 16slich, beispielsweise in einer verdiinnten
(1) Molekulargewicht Phosphatlosung oder einer verdiinnten Trisaminomethani6-

Das Molekulargewicht des HGI-Glykoproteids der Erfin-  sung. Es ist ferner 18slich in einer verdiinnten Salzldsung im
dung betrigt etwa 85 000 u, bestimmt durch Natriumdodecyl- pH-Bereich von 1 bis 12.
sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, und 75 000 bis
90 000 u, bestimmt durch Gelfiltration an Sephadex G-150. 15 (3) pH-Wert

Dementsprechend scheint der zuverldssigste Wert fiir das Der pH-Wert einer 1prozentigen wéssrigen Losung des
Molekulargewicht zwischen 75 000 und 90 000 Dalton zu HGI-Glykoproteids betrigt 5,0 bis 6,0. Somit reagiert es
liegen. schwach sauer.

(2) Loslichkeit 20 (4) Spezifischer Drehwert

Die Loslichkeit des HGI-Glykoproteids in verschiedenen Der spezifische Drehwert wird an einer 0,25prozentigen
Lésungsmitteln ist in Tabelle I zusammengestellt. wissrigen Losung des HGI-Glykoproteids bei 20°C und der

Wellenlinge der D-Linie bestimmt. [o]3 = 0£40°.
Tabelle I
- - —— 35 (5) IR-Absorptionsspektrum
Losungsmittel Loslichkeit Das IR-Absorptionsspektrum des HGI-Glykoproteids als
Kaliumbromid-Pressling ist in Fig. 1 wiedergegeben. Die
Wasser I8slich ~~  charakteristischen Absorptionsbanden sind in Tabelle II
Athanol unldstich zusammengestellt.
Tabelle I1
Wellenzahl, cm™! Absorption Anmerkungen
3600-3200 stark die breite Absorptionsbande stammt anscheinend von den v-OH Gruppen,
die in unterschiedlichem Ausmass Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden
1700-1600 stark die breite Absorptionsbande stammt anscheinend von den
1550 mittel } -CO-NH-Bindungen des Proteins
1430-1380 mittel
1150-1000 mittel die breite Absorptionsbande stammt anscheinend von den ~C-0-C-~
Bindungen des Polysaccharids.
(6) Isoelektrischer Punkt (7) Farbreaktionen

Der isoelektrische Punkt des HGI-Glykoproteids liegt bei 4 Farbreaktionen des HGI-Glykoproteids werden in wiss-
pH 4,7£0,2, bestimmt durch Polyacrylamidgel-Elektrofocus-  riger Losung durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 111

sierung. zusammengefasst.

Tabelle 11T
Farbreaktion Farbe Anmerkungen
Lowry-Verfahren* blau Peptidbindungen
Ninhydrin (Hydrolyse mit 6n HCl bei 110°C wiihrend 22 Std.) violett d-Aminosduren
a-Naphthol-Schwefelsdure (Molisch) violett Saccharide
Indol-Schwefelsdure (Dische) braun Saccharide
Anthron-Schwefelsdure dunkelgriin Saccharide
Phenol-Schwefelsdure braun Saccharide

* Herausgegeben durch Sidny P. Colowick and Nathan O. Kaplan, «Methods in Enzymology», Vol. 111, page 448 (Academic Press Inc., Publishers, New York,
1957) ... (Item 9)

{8) Thermostabilitat 6% (9) Aminosdurezusammensetzung des Proteinfragments
Bei 30miniitigem Erhitzen einer 1prozentigen wissrigen Das HGI-Glykoproteid wird mit In Salzséure bei 110°C
Losung des HGI-Glykoproteids auf 601.0,5°C ist die CSF- hydrolysiert, und die Aminosidurezusammensetzung des Pro-

Aktivitdt nicht mehr feststellbar. teinfragments wird mittels eines Aminosdure-Auto-Analy-
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zers bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammen-
gefasst.

Tabelle IV

Aminosdure Gew.-% Mol (mMol)
Prolin 3,2 0,392
Asparaginsdure 9,8 1,038
Threonin 2,8 0,331
Serin 11,9 1,596
Glutaminsdure 13,8 1,322
Glykokoll 11,0 2,066
Alanin 7,3 1,155
Valin 6,4 0,771
Methionin 2,5 0,236
Isoleucin 2,5 0,269
Leucin 7,0 0,753
Tyrosin 5,8 0,451
Phenylalanin 12,8 1,050
Lysin 2,2 0,212
Histidin 1,0 0,091
Tryptophan Spuren -
Arginin Spuren -
Ammoniak 0,5 -

Aus Tabelle IV ist ersichtlich, dass das Proteinfragment des
HGI-Glykoproteids aus 17 Aminosduren besteht, wobei die
sauren und neutralen Aminosiuren iiberwiegen, wéhrend die
basischen Aminoséuren in untergeordneten Mengen vor-
liegen. Ebenfalls charakteristisch ist, dass tiber 70% der
gesamten Aminosiuren unverzweigte Aminosauren sind,
einschliesslich Asparaginsiure, Threonin, Serin, Glutamin-
siure, Glykokoll, Alanin, Valin und Leucin.

(10) Elektrophorese

Nach der Methode von Laemuli, Nature, Bd. 227 (1970),
S. 680, und unter Verwendung von Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgel, zeigt das HGI-Glykoproteid eine einzige
Bande bei einer Stellung einer relativen Beweglichkeit von
0,25. Gleichzeitig wurden der Elektrophorese unterworfen
der Trypsininhibitor (Molekulargewicht 21 500), Ovalbumin
(Molekulargewicht 43 000), monomeres humanes Serumal-
bumin (Molekulargewicht 65 000) und dimeres humanes
Serumalbumin (Molekulargewicht 130 000). Aus den Beweg-
lichkeiten der Substanzen bekannten Molekulargewichts und
der Beweglichkeit des HGI-Glykoproteids berechnet sich das
Molekulargewicht des Glykoproteids zu etwa 85 000 (Fig. 2).
In Fig. 2 bedeuten die Buchstaben a, b, cund d den Trypsi-
ninhibitor, das Ovalbumin, das monomere humane Serumal-
bumin und das dimere humane Serumalbumin. Der Pfeil
kennzeichnet das HGI-Glykoproteid.

(11) UV-Absorptionsspektrum

Das UV-Absorptionsspektrum des HGI-Glykoproteids,
bestimmt an einer 0,1 prozentigen wissrigen Losung in einer
Quarzzelle einer Schichtdicke von 1 cm ist in Fig. 3 wiederge-
geben. Das Absorptionsspektrum zeigt ein Absorptionsma-
ximum bei 280 nm und Endabsorption im Wellenléngenbe-
reich unterhalb 250 nm. Die optische Dichte El;, bei 280 nm
betrégt 3,8.

(12) Zuckerzusammensetzung des Polysaccharidfrag-
ments

Neutralzucker wurden durch die Phenol-Schwefelsdure-
Reaktion Sialinsiuren nach der Thiobarbital-Methode von
Warren [Journal of Biological Chemistry, Bd. 234 (1959),
S. 1971} und Aminozucker nach der Methode von Elson-
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Morgan [Biochemical Journal, Bd. 27 (1933), S. 1824]
bestimmt. Die Menge der Neutralzucker wird in Glucose aus-
gedriickt. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: Neutral-
zucker 10,0 bis 13,0%; Sialinsduren 3,0 bis 7,0%; Amino-
zucker weniger als 1,0%; Gesamtzucker 13,0 bis 20,0%.

(13) Protein- und Polysaccharid-Gehalt

Der Proteingehalt des HGI-Glykoproteids betrégt 75 bis
85%, bestimmt nach der semi-mikro-Kjeldahl-Methode. Der
Gesamtzuckergehalt betrigt 13,0 bis 20,0%, wie vorstehend
beschrieben.

(14) Elementaranalyse

Die Elementaranalyse des HGI-Glykoproteids ergibt fol-
gende Werte: Kohlenstoff 42,3 bis 47,3%; Wasserstoff 5,7 bis
7,8%; Stickstoff 9,6 bis 14,3%; Sauerstoff 34,4 bis 39,4%;
Schwefel weniger als 0,2%.

Das HGI-Glykoproteid der Erfindung mit den vorste-
henden physikalischen und chemischen Eigenschaften stimu-
liert die Proliferation und Differenzierung von Granulozyten
sowoh! des Menschen als auch der Maus. Dies ist aus dem
nachstehend beschriebenen Versuch 1 ersichtlich. Das Glyko-
proteid zeigt keine akute Toxizitdt, wie aus dem nachstehend
beschriebenen Versuch 4 hervorgeht. Aus dem nachstehend
beschriebenen Versuch 3 ist ersichtlich, dass das Glykopro-
teid zur Bekdmpfung von Leukozytopenie eingesetzt werden
kann.

Das aus menschlichem Urin nach dem vorstehend
beschriebenen Verfahren hergestellte HGI-Glykoproteid der
Erfindung wird unter aseptischen Bedingungen in Geféssen
gefriergetrocknet und sodann hermetisch verschlossen. Vor
der Gefriertrocknung ist es moglich, das HGI-Glykoproteid
mit einer wiissrigen Losung von humanem Serumalbumin als
Stabilisator sowie einer Aminosdure oder einem Saccharid
zur Verbesserung der Loslichkeit zu versetzen. Die erhaltene
Lésung wird durch Membranfiltration sterilisiert und sodann
aseptisch gefriergetrocknet. Vor dem Gebrauch wird das
Gefiss gedffnet und das HGI-Glykoproteid durch Zusatz ste-
riler physiologischer Kochsalzldsung, sterilen Wassers oder
einer sterilen isotonischen Losung gelost. Die erhaltene
Losung kann intravends, intramuskuldr oder subcutan inji-
ziert werden.

Aus den Ergebnissen der nachstehend beschriebenen Ver-
suche 1 und 2 geht hervor, dass die wirksame Tagesdosis min-
destens 0,75 mg, vorzugsweise 0,75 bis 2,24 mg pro kg Kor-
pergewicht betrigt. Halbgereinigte, grosstechnisch herge-
stellte Priiparate mit einer spezifischen biologischen Aktivitat
von mindestens etwa 35 000 Einheiten pro mg, beispielsweise
die HGI-Glykoproteidprobe Nr. 4 und Nr. 5 von Beispiel 1,
konnen ebenfalls als Arzneistoffe verwendet werden.

Die Wirkung des HGI-Glykoproteids der Erfindung auf
die Proliferation und Differenzierung von Granulozyten
wird nachstehend im einzelnen beschrieben.

Versuch 1

Stimulierende Wirkung auf die Proliferation und Differen-
zierung von Granulozyten der Maus und des Menschen in
vitro

Kunststoff-Petrischalen mit einem Durchmesser von

60 35 mm werden jeweils mit 1 ml McCoy’s SA Medium

6

@

beschickt, das 0,05, 0,1, 0,15 bzw. 0,2 ug HGI-Glykoproteid
(Probe Nr. 6 von Beispiel 1), 20% foetales Kilberserum, 0,3%
Agar und 7,5% 10* Knochenmarkzellen der Maus oder

25x% 10¢ Knochenmarkzellen von gesunden Menschen oder
Patienten mit Eisenmangelanimie enthalten. Das Medium in
den Petrischalen wird in feuchter, 5% COz Atmosphire 7 bis 9
Tage bei 37°C inkubiert. Der Unterschied in der Zahl der ein-
geimpften Mausezellen und Menschenzellen beruht auf der



7 640 865

grosseren Zahl von Stammzellen im Falle der Maus. Nach nur Knochenmarkzellen der Maus verwendet.

dem Inkubieren werden Einzelkolonien, die mehr als 50

Zellen von der Maus oder mehr als 40 Zellen vom Menschen Versuch 2

enthalten, mit einem umgekehrten Mikroskop (Strahlengang Stimulierende Wirkung auf die Proliferation und Differen-
umgekehrt) gezahlt. Zur morphologischen Analyse der Kolo- s zierung von Granulozyten in vivo

nien werden einige von ihnen in Mikrohdmatokritrshrchen 60 ménnliche Mause des Cs-BL-Stammes mit einem
iberimpft und mit 0,6prozentigen Orcein in 40prozentiger durchschnittlichen Kérpergewicht von 20 g werden stati-
Essigsdure gefirbt. Die Ergebnisse sind in Fig, 4 wiederge- stisch in 6 Gruppen zu jeweils 10 Tieren unterteilt. Eine
geben. In dieser Figur ist die Beziehung zwischen der HGI- Gruppe diente zum Vergleich. Dieser Gruppe wird subcutan
Glykoproteid-Dosis und der Zahl der in vitro gebildeten 10 0,04 mg pro Maus humanes Serumalbumin in 0,2 ml steriler
Kolonien wiedergegeben. In Fig. 4 bedeuten die Kreise die normaler Kochsalzldsung einmal tiglich an drei aufeinan-
Mauseknochenmarkzellen und die Punkte die menschlichen  derfolgenden Tagen gegeben. Den restlichen 5 Gruppen wird
Knochenmarkzellen. subcutan 0,005, 0,01, 0,02, 0,03 bzw. 0,04 mg pro Maus HGI-

Aus Fig. 4 ist ersichtlich, dass das HGI-Glykoproteid der Glykoproteid der Probe Nr. 6 von Beispiel 1, geldst in 0,2 ml
Erfindung die Proliferation und Differenzierung von Kno- 15 steriler normaler Kochsalzlgsung, einmal tiglich wihrend

chenmarkzellen der Maus und des Menschen stimuliert. Es drei aufeinanderfolgender Tage gegeben.

besteht eine Dosis-Reaktions-Beziehung zwischen dem HGI- Blutproben werden aus der Vena coccygea jeder Maus vor

Glykoproteid und der Zahl der gebildeten Kolonien. der Injektion und 2, 4, 6, 8 und 10 Tage nach der Injektion
Die morphologische Analyse der Zellen in den Kolonien entnommen. Die Leukozyten jeder Blutprobe werden mit

ergibt, dass alle Zellen reife Granulozyten sind. 20 1prozentiger Gentiana Violettldsung gefdrbt und die Leuko-
Wie vorstehend beschrieben wirkt das HGI-Glykoproteid ~ zytenzahl wird in einer Biirker-Tiirk-Zahikammer gezahlt.

auf Knochenmarkzellen des Menschen und der Maus unter Weiterhin wird jede Blutprobe auf einen Objekttriger auf-

Bildung von Granulozytenkolonien, wobei die Zahl der gestrichen, mit Wright-Giemsa Losung gefirbt, und der

Kolonien proportional der Dosis des HGI-Glykoproteidsist. ~ Anteil der Granulozyten bei den Leukozyten wird mikrosko-
Es besteht eine bestimmte Beziehung zwischen der Bildung 25 pisch bestimmt.

der Kolonien der Knochenmarkzellen zwischen Maus und Die Zahl der Granulozyten wird nach folgender Gleichung
Mensch. Deshalb wurden in allen nachfolgenden Versuchen berechnet:

Leukozytenzahlin I mm’ X Anzahl der Granulozyten in den Leukozyten =Zahl der Granulozyten in 1 mm?

Die Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt.

Tabelle V
Gruppe Vergleichsgruppe 1 2 3 4 5
Dosis, mg
Tage 0 0,005 0,01 0,02 0,03 0,04
0 450 452 455 450 448 445
2 380 420 550 600 775 800
4 372 390 800 1100 1400 1420
6 380 395 1100 1800 2200 2100
8 410 400 620 750 980 971
10 430 410 470 460 465 480

Anm.: Die Zahlenwerte stellen die Zahlenmittel der Granulozyten pro mm? fiir 10 Miuse dar.

Aus Tabelle V ist ersichtlich, dass die periphere Granulozy- Versuch 3
tenzahl der Versuchsgruppen, denen 0,01 bis 0,04 mg pro Schutzwirkung des HGI-Glykoproteids durch Zytostatika
Maus HGI-Glykoproteid gegeben wurde, zwei Tage nachder  hervorgerufener Leukozytopenie
Verabfolgung zunahm und nach 6 Tagen den 3- bis 6fachen 50 30 mannliche, 4 bis 5 Wochen alte Miuse des Cs7BL-
Wert der Vergleichsgruppe erreichte. Stammes werden statistisch in drei Gruppen zu je 10 Tieren
Die Granulozytenzahl nimmt danach wieder ab und nach unterteilt. Der Vergleichsgruppe wird intraperetoneal 30 mg
10 Tagen ist wieder der Normalwert erreicht. Bei Steigerung pro kg Kdrpergewicht (entspricht 1/10 LDso) Cytosin-D-ara-

der Tagesdosis auf mehr als 0,04 mg zeigt sich keine signifi- binosid, gelost in 0,2 ml steriler normaler Kochsalzlgsung
kante Zunahme der Granulozyten entsprechend der Dosis 55 einmal tiglich wihrend 14 aufeinanderfolgender Tage
des HGI-Glykoproteids. gegeben. Zusitzlich werden 0,2 mi pro Maus sterile normale

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch tégliche Injektion von  Kochsalzlésung subcutan einmal tiglich wihrend 14 aufein-
mindestens 0,01 mg, vorzugsweise 0,01 bis 0,03 mg HGI-Gly-  anderfolgende Tage gegeben. Der ersten Versuchsgruppe
koproteid einer Maus mit einem mittleren Kdrpergewicht wird Cytosin-D-arabinosid wie der Vergleichsgruppe
von etwa 20 g Granulozytose erzeugt werden kann. Da die sti- 60 gegeben. Zusitzlich werden 0,03 mg pro Maus HGI-Glyko-
mulierenden Wirkungen des HGI-Glykoproteins auf Mause-  proteid der Probe Nr. 6 von Beispiel 1 subcutan einmal

knochenmarkzellen in vitro durchschnitlich etwa 1,5mal tdglich wihrend 14 aufeinanderfolgender Tage gegeben. Der
héher sind als die Wirkung auf menschliche Knochenmark- restlichen Versuchsgruppe wird ebenfalls Cytosin-D-arabi-
zellen (Versuch 1), ist die wirksame Dosis fiir den Menschen nosid wie der Vergleichsgruppe gegeben sowie subcutan
1,5mal so hoch wie fiir die Maus, bestimmt in vivo nach 5 0,3 mg pro Maus Cepharantin, geldst in 0,2 ml steriler nor-
Versuch 2. Dementsprechend liegt die wirksame Tagesdosis maler Kochsalzldsung, einmal tiglich wihrend 14 aufeinan-
beim Menschen pro kg Korpergewicht bei mindestens etwa derfolgender Tage.

0,75 mg, vorzugsweise 0,75 bis 2,24 mg. Blutproben werden aus der Vena coccygea jeder Maus vor
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der Verabfolgung und am 2., 4., 6., 8., 10., 12. und 14, Tag
nach der Verabfolgung entnommen. Die Leukozytenzahl
wird wie in Versuch 2 bestimmt und die prozentuale
Abnahme (Dekrement) der Leukozytenzahl nach der Verab-

folgung wird erhalten. Die Leukozytenzahl vor der Verabfol-
gung wird zu 100 angenommen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle VI zusamengestellt.

Tabelle VI
Gruppe Vergleichsgruppen HGI-Glykoproteid-Gruppe Cepharantin-Gruppe
Tage nach Leukozytenzahl Dekrement (%) Leukozytenzahi Dekrement (%) Leukozytenzahl Dekrement (%)
Verabreichung (x102/mm?) (x10%/mm?) (x10*/mm?)
vor der
Verabreichung 150 100 150 100 150 100
2 130 86,6 120 80,0 125 83,3
4 125 83,3 125 83,3 120 80,0
6 120 80,0 130 86,6 120 80,0
8 110 73,3 120 80,0 110 73,3
10 95 63,3 120 80,0 100 66,6
12 80 53,3 115 76,6 105 70,0
14 70 46,6 110 73,3 95 63,3

Anm.: Jeder Zahlenwert ist der Durchschnittswert fiir 10 Mause.

Im Vergleich zur Vergleichsgruppe zeigt die HGI-Glyko-
proteid-Gruppe eine ausgepragte Schutzwirkung gegeniiber
der Verminderung der Leukozytenzahl 10 Tage nach Beginn
der HGI-Glykoproteid-Verabfolgung. Der Effekt ist minde-
stens ebenso gut wie der von Cepharantin. Am 14. Tag nach
Beginn der Behandlung ist die Leukozytenzahl der Ver-
gleichsgruppe auf 46,6% vermindert, wéhrend die der HGI- 2
Glykoproteid-Gruppe 73,3% betrigt. Die Verminderung ist
geringer als die bei der Cepharantin-Gruppe. Aus diesen
Werten ist ersichtlich, dass das HGI-Glykoproteid sich
wirksam eignet zur Therapie der menschlichen Leukozyto-
penie.

Weitere Versuche ergaben, dass das HGI-Glykoproteid der
Erfindung auch gegeniiber anderer Zytostatika wirksam ist,
beispielsweise 5-Fluoruracil und Daunomycin, die eine Ver-
minderung der Leukozytenzahl dhnlich dem Cytosin-D-ara-
binosid hervorrufen. Humanes Serumalbumin hat keine vor- 40
beugende Wirkung bei der Verminderung der Leukozyten-
zahl unter den gleichen Versuchsbedingungen.

25
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Versuch 4

Akute Toxizitit des HGI-Glykoproteids

Die akute Toxizitit des HGI-Glykoproteids, hergestellt
gemiss Beispiel 1, Probe Nr. 4 und Nr. 6, wird an ménnlichen
Miusen des Cs7BL-Stammes nach der Methode von Litch-
field und Wilcoxon [Journal of Pharmacology and Experi-
mental Therapeutics, Bd. 90 (1949), S. 99] berechnet. Das
Glykoproteid wird in einer Dosis von 4000 mg pro kg Kor-
pergewicht intraperitoneal bzw. 2000 mg pro kg Korperge-
wicht intravends gegeben. Infolgedessen war eine Abschat-
zung der LDs praktisch unmdglich. Die LDso liegt bei subcu-
taner Injektion oberhalb 4000 mg pro kg und oberhalb
2000 mg pro kg bei intravendser Injektion.
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Beispiel 1

400 Liter frischer Urin von gesunden Menschen wird mit
10prozentiger Natronlauge auf einen pH-Wert von 8einge- 60
stellt und in einer Durchlaufzentrifuge bei 15 000X g und 0°C
zur Abtrennung unldslicher Substanzen zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit 10prozentiger Salzsdure auf einen
pH-Wert von 7 eingestellt und auf eine mit Kieselgel gefiillte
Siule mit den Abmessungen 10x80 cm aufgesetzt. Die am
Kieselgel adsorbierten Substanzen werden mit 40 Liter Spro-
zentiger Ammoniaklosung eluiert. Das erhaltene Eluat wird
mit 1n Schwefelsiure auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt

65

und mit Ammoniumsulfat bis zu 70prozentiger Séttigung ver-
setzt. Sodann wird die Losung 15 bis 18 Stunden bei 0°C ste-
hengelassen. Die entstandene Fallung wird abfiltriert, in2
Liter 5prozentiger wissriger Ammoniaklosung gelost, in Cel-
lophanschlduche abgefiillt und gegen 0,05M Phosphatpuffer-
16sung vom pH-Wert 6,5 dialysiert. Das Retentat wird mit
der gleichen Pufferldsung auf 10 Liter aufgefiilit und auf eine
mit CM Sephadex C-50 gefiilite Sdule mit den Abmessungen
40x40 cm aufgesetzt. Diese Séule war mit 0,05M Phosphat-
pufferlosung vom pH-Wert 6,5 dquilibriert worden. Andem
Ionenaustauscher werden Verunreinigungen adsorbiert. 10
Liter der Elutionsidsung werden mittels einer DIAFLO-
Hohifaden-Ultrafiltrationsvorrichtung (Amicon DC-30;
Molekulargewichtstrenngrenze etwa 10 000) konzentriert.
Die konzentrierte Losung wird gegen 0,1M tris-HCl-Puffer-
16sung vom pH-Wert 7,0 bei 5°C wihrend 15 bis 18 Stunden
dialysiert. Das Retentat wird mit der gleichen Pufferldsung
auf 1 Liter aufgefiillt. Die erhaltene Losung wird als Probe
Nr. 1 bezeichnet.

Die erhaltene Losung wird durch eine DEAE-Cellulose-
siule mit den Abmessungen 4,0x40 cm geleitet, die vorher
mit 0,1M tris-HCI-Puffer vom pH 7,0 dquilibriert worden
war. Sodann wird die Siule mit einem ausreichenden
Volumen 0,1M tris-HCl-Pufferlosung vom pH 7,0 gewa-
schen. Hierauf wird stufenweise mit 0,1 M tris-HCIl-Pufferl6-
sung vom pH-Wert 7,0, der 0,3M an Natriumchlorid ist,
eluiert. Die Fraktionen, die eine Proliferation und Differen-
zierung von Granulozyten bewirken, wie dies in Versuch 1
beschrieben ist, werden aufgefangen und gegen 0,1M tris-
HCl-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 dialysiert. Diese Losung
wird als Probe Nr. 2 bezeichnet.

Die dialysierte Losung (das Retentat) wird erneut auf eine
mit DEAE Cellulose gefiillte Siule mit den Abmessungen
4,0x40 cm aufgesetzt, die mit 0,1M tris-HCl-Pufferlosung
vom pH-Wert 7,0 &quilibriert worden war. Sodann wird die
Siule mit einem linearen Konzentrationsgradient von 0 bis
0,3M Kochsalzlésung eluiert. Die das Glykoproteid enthal-
tenden aktiven Fraktionen werden aufgefangen und mit
Ammoniumsulfat bis 70prozentiger Séttigung versetzt. Die
entstandenen Fillungen werden abzentrifugiert und in einem
kleinen Volumen 0,1 M tris-HCl-Pufferldsung vom pH-Wert
7,0 gelost und gegen die gleiche Pufferldsung dialysiert. Diese
dialysierte Losung (Retentat) wird als Probe Nr.3 bezeichnet.

20 ml der dialysierten Losung werden auf eine mit
Sephadex G-150 gefiillte Sdule mit den Abmessungen



4,0%60 cm aufgesetzt, die mit 0,1 M tris-HCI-Pufferlosung
vom pH-Wert 7,0 dquilibriert worden war. Die Elutionsfrak-
tionen bei einem Ve/Vo Verhiltnis von 1,11 bis 1,45 werden
aufgefangen. Die vereinigten Fraktionen werden gegen
destilliertes Wasser bei 5°C griindlich dialysiert. Sodann wird s
die dialysierte Losung (Retentat) gefriergetrocknet. Es
werden etwa 500 mg eines Pulvers erhalten. Dieses halbgerei-
nigte HGI-Glykoproteid wird als Probe Nr. 4 bezeichnet.

200 mg des halbgereinigten HGI-Glykoproteids werden in
0,02 M Phosphatpufferlésung vom pH-Wert 7,0 gelost, die
1,0M an Natriumchlorid ist, und auf eine mit 100 ml Conca-
navalin A-Sepharose 4B gefiillte Sdule aufgesetzt, die mit der
gleichen Pufferlosung dquilibriert worden war. Nach griind-
lichem Waschen der Sdule mit dem gleichen Puffer wird das
HGI-Glykoproteid mit 0,02M Phosphatpufferlosung vom
pH-Wert 7,0 eluiert, die 50mM an a-Methyl-D-glucosid und
1,0M an Natriumchlorid ist. Diejenigen Fraktionen, die in
vitro eine Proliferation und Differenzierung von Granulo-
zyten hervorrufen, werden aufgefangen und gegen destil-
lertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Losung (Retentat)
wird gefriergetrocknet. Dieses Priparat wird als Probe Nr. 5
bezeichnet.

Etwa 50 mg des erhaltenen gefriergetrockneten Pulvers
werden in 1 m! einer 0,125M tris-Glykokoll-Pufferlosung
vom pH-Wert 6,8 gelost, die 10% Glycerin enthilt. Die erhal- 2s
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tene Losung wird bei 10 mA unter Kiihlung mittels einer pra-
parativen Elektrophoresevorrichtung (Typ Fuji Kabara II)
unter Verwendung von 8% Acrylamidgel (pH 8,9; 20 mm X
25 mm) der Elektrophorese unterworfen. Die Fraktion mit
einer relativen Beweglichkeit von 0,46 wird mit 0,025M tris-
Glykokoll-Puffer vom pH-Wert 8,3 isoliert und gegen destil-
liertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Losung (Retentat)
wird gefriergetrocknet. Es werden etwa 10 mg des HGI-Gly-
koproteids erhalten, das als Probe Nr. 6 bezeichnet wird.

Die in den verschiedenen Herstellungsstufen erhaltenen
Proben Nr. 1 bis 6 werden auf Proliferation und Differenzie-
rung der Knochenmarkzellen sowohl des Menschen als auch
der Maus geméss Versuch 1 untersucht. Das HGI-Glykopro-
teid oder das dieses Glykoproteid enthaltende Praparat wird
dem Medium in solcher Menge zugesetzt, dass sich pro Petri-
schale 200 Xolonien bilden. Die spezifische Aktivitit wird
nach folgender Gleichung berechnet, wobei eine Einheit
einer gebildeten Kolonie entspricht.

Spezifische Aktivitdt (Einheiten/mg)

_ Zahl der gebildeten Kolonien (Einheiten)
~ " Proteingehalt (mg) der gepriiften Probe

Die Ergebnisse sind in Tabelle VII zusammengefasst.

Tabelle VII

Miuseknochenmark-Zelltest

Menschenknochenmark-Zelitest

Facher Reinigungsgrad

Probe spezifische Aktivitit Facher Reinigungsgrad Spezifische Aktivitdt
(Einheiten/mg) (Einheiten/mg)
Nr. | 260 1 160 1
Nr.2 4500 17,3 2200 13,8
Nr.3 11000 42,3 5500 34,4
Nr.4 57000 219,2 35000 218,8
Nr.5 210000 807,7 180000 1125,0
Nr.6 1000 000 3846,1 670000 4187,5
Beispiel 2 7,0 dquilibriert worden waren. Das Gemisch wird 30 Minuten

100 mg des HGI-Glykoproteidpulvers (Probe Nr. 6 von
Beispiel 1) werden mit 100 ml einer wéssrigen Losung ver-
setzt, die 5% humanes Serumalbumin und 1% Glykokoll ent-
hélt. Die erhaltene Losung wird durch Filtration mittels
Membranfiltern einer Porengrosse von 0,45 p sterilisiert.
Sodann wird die sterilisierte Losung aseptisch in 1 ml
Anteilen in Gefésse abgefiillt, die vorher durch zweistiindiges
Erhitzen auf 180°C sterilisiert worden sind. Nach dem

gerithrt, sodann 10 Minuten stehengelassen und schliesslich
auf einen Biichnertrichter unter vermindertem Druck filtriert.
Es wird die DEAE-Cellulose erhalten. Sodann wird die abfil-

45 trierte DEAE-Cellulose mit 10 Liter einer 0,1M tris-HCI-Puf-

ferlosung vom pH-Wert 7,0 gewaschen und erneut auf dem
Biichnertrichter abfiltriert. Hierauf wird die DEAE-Cellulose
mit 10 Liter einer 0,1M tris-HCl-Pufferlésung vom pH-Wert
7,0 gewaschen, die 0,05M an Natriumchlorid ist, und in

Gefriertrocknen werden die Gefisse hermetisch verschlossen. 50 gleicher Weise auf dem Biichnertrichter abfiltriert. Die auf

Auf diese Weise werden 95 Ampullen eines Arzneistoffs zur diese Weise behandelte DEAE-Cellulose wird mit 10 Liter

Behandlung von Leukozytopenie erhalten. Jede Ampulle ent-  einer 0,1M tris-HCI-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 versetzt,

hilt 1 mg HGI-Glykoproteid. die 0,3M an Natriumchlorid ist, und geriihrt, um das HGI-
Glykoproteid von der DEAE-Cellulose abzutrennen. Das

55 Gemisch wird auf einem Biichnertrichter abfiltriert und das
Filtrat durch DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltration entsalzt.
Die erhaltene entsalzte Losung wird gefriergetrocknet. Es
werden etwa 15 g eines Pulvers erhalten. Das Pulver wird in
150 ml destilliertem Wasser geldst und auf eine mit Sephadex

60 G-150 gefiillte Sdule der Abmessungen 6,0x 80 cm aufgesetzt,
die mit 0,1M tris-HCl-Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 4quili-
briert worden war. Es werden die Fraktionen entsprechend
dem Ve/Vo Verhéltnis von 1,11 bis 1,60 aufgefangen. Die
vereinigten Fraktionen werden gegen destilliertes Wasser

65 griindlich dialysiert. Sodann wird die dialysierte Lésung
(Retentat) mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltra-
tionsvorrichtung (Typ DC-2) auf etwa 100 ml Konzentrat
eingeengt, das etwa 3 g rohes HGI-Glykoproteid enthélt. Die

Beispiel 3

Auf die in Beispiel I beschriebene Weise wird 1 Liter einer
konzentrierten, HGI-Glykoproteid enthaltenden Losung
hergestellt (analog Probe Nr. 1), und zwar aus 1000 Liter fri-
schem Urin von gesunden Menschen. Diese konzentrierte
Losung wird mit 10 Liter einer 0,1 M tris-HCl-Pufferlésung
vom pH-Wert 7,0 verdiinnt. Nach griindlichem Riihren wird
die verdiinnte Losung auf etwa Y10 ihres urspriinglichen Volu-
mens mittels einer DIAFLO Hohlfaden-Ultrafiltrationsvor-
richtung eingeengt. Die erhaltene konzentrierte Lésung wird
mit 5 Liter einer 0,1M tris-HCl-Pufferidsung vom pH-Wert
7,0 und 5 Litern einer DEAE-Cellulosesuspension versetzt,
die 300 g DEAE Cellulose (auf Trockenbasis berechnet) ent-
hélt, und die mit 0,1 M tris-HCI-Pufferlosung vom pH-Wert
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konzentrierte Losung wird mit 1 g Glykokoll und 5 g Seru-
malbumin gewaschen. Die erhaltene Losung wird gemdss
Beispiel 1 durch Filtration sterilisiert und sodann aseptisch in
2,5 ml Anteilen in Ampullen abgefiillt. Nach aseptischer
Gefriertrocknung werden die Ampullen hermetisch ver-
schlossen. Es werden 40 Ampullen eines Arzneistoffs zur
Bekimpfung von Leukozytopenie erhalten. Jede Ampulle
enthilt etwa 3,8 mg HGI-Glykoproteid.

Fiir die klinische Anwendung ist es wichtig, pathogene
Viren, die im Urin enthalten sind und die Hepatitis und
andere Krankheiten verursachen, aus dem HGI-Glykopro-
teid abzutrennen. Dies erfolgt durch Hitzeinaktivierung
analog der Hitzeinaktivierung der Viren in Serumalbumin
durch 10stiindiges Erhitzen auf 60°C. Zur Durchfithrung
einer 10stiindigen Hitzeinaktivierung bei 60°C miissen die zu
behandelnden Substanzen unter diesen Bedingungen stabil
sein. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Stabilisatoren

entwickelt. Zur Stabilisierung humaner Serumproteine gegen
Wirme werden verschiedene Aminosduren oder Saccharide
bei physiologisch isotonischer Konzentratin oder darunter
verwendet. Bei der thermischen Inaktivierung von Viren in
HGI-Glykoproteid geht die biologische Aktivitdt des Glyko-
proteids durch 10stiindiges Erhitzen auf 60°C verloren.

Es wurde festgestellt, dass unter folgenden Bedingungen
die Hitzestabilitit des HGI-Glykoproteids in wéssriger
Losung verbessert werden kann und seine charakteristischen
Eigenschaften nicht verlorengehen. Das HGI-Glykoproteid
ist stabil gegen Hitzebehandlung bei pH 5 bis 9, wenn
Albumin in der Losung in einer Konzentration von minde-
stens 2% vorliegt oder die Konzentration des HGI-Glykopro-
teids in der Lésung mindestens 70 mg pro ml betrégt, oder
wenn menschliche Proteine aus dem Urin in einer Konzen-
tration von mindestens 70 mg pro ml vorliegen.

Die Erfindung stellt somit ein HGI-Glykoproteid zur
Verfiigung, das zur Inaktivierung von Viren einer thermi-
schen Inaktivierung unterworfen werden kann. Diese ther-
mische Inaktivierung besteht im Erhitzen einer wéssrigen
Lasung des HGI-Glykoproteids, das gegen Erhitzung auf 50
bis 70°C, vorzugsweise 55 bis 65°C wéhrend 8 bis 30 Stunden,
vorzugsweise 8 bis 12 Stunden und bei einem pH-Wert von 5
bis 9 stabilisiert worden ist.

Bei Verwendung von Albumin als Stabilisator ist der Rei-
nigungsgrad des in der wéssrigen Losung enthaltenen HGI-
Glykoproteids nicht kritisch, doch werden HGI-Glykopro-
teid-Frakiionen einer Reinheit entsprechend denen der
Proben Nr. 4 bis Nr. 6 von Beispiel | bevorzugt.

Die Konzentration des HGI-Glykoproteids in der der
Wirmebehandlung zu unterwerfenden wissrigen Losung
betrigt vorzugsweise mindestens 0,1% (Gewicht pro
Volumen, d.h. Zahl der Gewichtseinheiten in 100 Volumen-
einheiten; das gleiche trifft nachstehend fiir die wéssrige
Losung zu), vorzugsweise 0,5 bis 15%. Die wéssrige Losung
wird bevorzugt auf einen pH-Wert von 5 bis 9, vorzugsweise
6 bis 8, mit einer Siure oder Base, vorzugsweise einer Puffer-
16sung, eingestellt. Das verwendete Albuminpréparat kann
von menschlichem Serum oder menschlicher Placenta
stammen. Beide Priparate wurden vorzugsweise fiir medizi-
nische Zwecke gereinigt, und sie haben eine Reinheit von
mindestens 80%, bestimmt durch Elektrophorese. Die zur
wissrigen HGI-Glykoproteid-Losung zugesetzte Menge an
Albumin betrigt normalerweise mindestens 2,0, vorzugs-
weise 10 bis 20%. Die obere Grenze der zugesetzten Menge
des Albumins ist nicht besonders kritisch, und die geeignete
Menge hingt vom gestatteten Anteil des Albumins im End-
produkt ab.

Bei Verwendung von humanem Albumin zum Stabilisieren
des HGI-Glykoproteids gegen Warme ist die Gefahr der Ver-
unreinigungen des Endprodukts mit antigenen Substanzen

10

ausgeschlossen, und es wird eine wirksame Stabilisierung des
Glykoproteids gegen Hitzeinaktivieren erreicht. Da Albumin
ausserdem die Stabilitét der Glykoproteidpréparate sicher-
stellt, ist die Abtrennung des Albumins nach der Warmebe-

5 handlung nicht erforderlich, sofern eine geeignete Menge bei
der Wirmebehandlung verwendet wird. Deshalb stellt die
Wirmebehandlung nach dem Verfahren der Erfindung eine
bevorzugte Ausfithrungsform zur Herstellung eines nicht-
infektiosen HGI-Glykoproteids dar.

10 .

Versuch 5

Die Wirkung der Wirmebehandlung in Gegenwart von
Albumin auf die Infektiositit durch Viren wird unter Ver-

1s wendung verschiedener Viren untersucht, die moglicherweise

HGI-Glykoproteid-Priparate verunreinigen kénnen.

Die HGI-Glykoproteid-Probe Nr. 4 von Beispiel | wird in
Wasser in einer Menge von 100 mg pro ml geldst. Diese
Losung wird mit 0,2 ml einer Virensuspension mit einer virus-

20 infektidsen Dosis von 1X10° bis 1x 10 pro 0,2 ml (gemessen
nach der nachstehend beschriebenen Methode) Pockenvirus,

Mumpsvirus, Masernvirus, Herpesvirus, Chikungunyavirus,

Japanisches Encephalitisvirus, Rubellavirus, Poliovirus,

Coxsackievirus oder ECHO-Virus sowie anschliessend 0, 20,
25 100 oder 200 mg pro ml humanes Serumalbumin versetzt. Die

erhaltene Losung wird mit 0,1M tris-HCl-Pufferlésung auf

einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und sodann 10 Stunden auf
60°C erhitzt, hierauf sofort in eiskaltem Wasser abgekiihlt,
entsalzt und durch Membranfiltration sterilisiert und
10 schliesslich gefriergetrocknet. Die biologische Aktivitét und
die Virusinfektion werden nach den nachstehend beschrie-
benen Methoden bestimmt und mit den Werten verglichen,
die vor der Wirmebehandlung erhalten wurden.

Die biologische Aktivitit wird anhand der Koloniebildung
von Miuseknochenmarkzellen in vitro bestimmt. Petri-
Kunststoffschalen mit einem Durchmesser von 35 mm
werden mit 1,0 ml supplementiertem McCoy 5A Medium
versetzt, das 20% foetales Kélberserum, 10% (0,1 ml) Probe,
0,3% Agar, 7,5% 10* Mauseknochenmarkzellen und 10%

(0,1 ml) der Probe enthilt. Die Konzentration jeder Probe
wird auf den gleichen Wert eingestellt. Nach 7tégiger Inkuba-
tion in feuchter Sprozentiger Kohlendioxidatmosphére
werden Einzelkolonien mit mehr als 50 Zellen mit dem umge-
kehrten Mikroskop gezihlt. Das prozentuale Verhiltnis der
Zahl der nach der Wiarmebehandlung gebildeten Kolonien zu
der Zahl der Kolonien vor der Wirmebehandlung wird als
Wiedergewinnung der biologischen Aktivitét bezeichnet.

35
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Die virusinfektiose Dosis wird folgendermassen bestimmt:
Pockenvirus wird auf HeLa-Zellen iiberimpft und die Pla-
ques-bildenden Einheiten [Virology, Bd. 36 (1968), S. 174 bis
179] werden mit den gleichen Zellen bestimmt. Nachfolgende
Transplantate von Mumpsvirus, Masernvirus und Japani-
schem Encephalitisvirus werden mit Vero-Zellen durchge-
fiihrt. Diejenigen mit Poliovirus, Coxsackievirus und ECHO-
Virus werden mit HeLa-Zellen durchgefiihrt. Die Infektio-
sitiit jedes Virus wird durch Bestimmung der 50prozentigen
infektidsen Dosis fiir die Gewebekultur bestimmt (National
Institute of Health, Japan, «Experimental Virology»,
Maruzen Co., Tokyo, 1967). Als Indikator wird der zytopa-
thische Effekt benutzt. Die Beobachtungszeit betrigt 10 Tage.

50

Herpesvirus und Chikungunyavirus werden nacheinander
in FL-Zellen und Vero-Zellen iiberimpft. Sodann werden die
Plaques-bildenden Einheiten bestimmt.

Rubellavirus wird nacheinander in BHK-21-Zellen iiber-
impft. Die Plaques-bildenden Einheiten werden an Vero-
Zellen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle VIII zusam-
mengefasst.

65



11 640 865

Tabelle VIIT

Konzentration an Vor dem Erhitzen

humanem Serumalbumin

Nach dem Erhitzen Wiedergewinnung

der biologischen

(mg/ml) Zahl der Kolonien pro Virusinfektion Zahl der Kolonien pro Virusinfektion Aktivitét (%)
0, ml 0,1 ml
200 116 ja 128 nein 110,3
100 124 ja 134 nein 108,1
20 118 ja 51 nein 43,2
0 (Vergleich) 121 ja 0 nein 0

Aus Tabelle VIII ist ersichtlich, dass nach 10stiindigem
Erhitzen auf 60°C die virale Infektiositét bei jeder Probe voll-
stindig verlorengegangen war, unabhéingig davon, ob
Albumin zugesetzt worden war oder nicht. Dies zeigt, dass
andere Viren ebenfalls durch Wirmebehandlung nach dem
Verfahren der Erfindung inaktiviert werden kénnen. Es
wurde festgestelit, dass die biologische Aktivitit des HGI-
Glykoproteids in den Proben aufrechterhalten bleibt, die
Albumin enthalten. Dies zeigt, dass das Albumin ein wirk-
samer Stabilisator ist.

Die Ergebnisse der Warmebehandlung unter unterschied-
lichen Bedingungen sind dhnlich den vorstehend erwihnten.

Im néchsten Versuch wird der pH-Wert der wissrigen
Albuminlésung, die HGI-Glykoproteid enthélt, variiert, um
die Anderung der biologischen Aktivitit nach der Wirmebe-
handlung zu bestimmen.

Versuch 6

Das in Versuch 5 verwendete HGI-Glykoproteid wird in
Wasser zu einer Losung mit einer Konzentration von 20 mg
pro ml geldst. Die erhaltene Lésung wird mit 100 mg pro ml
humanem Serumalbumin versetzt. Es werden Losungen mit
einem pH-Wert von 2 bis 10 mit Abstinden von 1 Einheit fol-
gendermassen hergestellt: pH-Wert 2 bis 6, 0,1 M Citronen-
sdure-Natriumphosphatpuffer, pH-Wert 7 bis 10, 0,1 M tris-
HCI-Puffer. Jede Probe wird 10 Stunden auf 60°C erhitzt.
Sodann wird die restliche biologische Aktivitdt gemiss
Versuch 5 bestimmt. Das prozentuale Verhiltnis der Zahl der
Kolonien, die nach der Wirmebehandlung entstanden sind,
zu der Zahl der Kolonien vor der Warmebehandlung, wird
als Wiedergewinnung der biologischen Aktivitit bezeichnet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle IX zusammengefasst. Die bio-
logische Aktivitdt des HGI-Glykoproteids bleibt im
pH-Bereich von 5 bis 9 gut erhalten. Dies zeigt, dass ein Ein-
stellen des pH-Wertes der HGI-Glykoproteidldsung auf
diesen Bereich vor der Wiarmebehandlung erforderlich ist.

Tabelle IX
pH-Wert Zahl der Kolonien Wiedergewinnung der
pro 0,1 ml biologischen Aktivitit

vor der 86 100,0
Wirmebehandlung

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 82 95,3

6 96 111,6

7 118 137,2

8 100 i16,3

9 68 79,1
10 0 0

Bei einem spéter beschriebenen Versuch wird eine wissrige

Losung, die mindestens 70 mg pro ml HGI-Glykoproteid ent-
hélt, mit einer Sdure oder Base auf einen pH-Wert von 2 bis

15 10 eingestellt, und es wird die Wiedergewinnung der biologi-
schen Aktivitdt nach der Warmebehandlung bestimmt. Es
wurde festgestellt, dass die Wiedergewinnung der biologi-
schen Aktivitét etwa 40 bis 50% bei einem pH-Wert im
Bereich von 5 bis 9 betrigt, wihrend die biologische Aktivitit

20 einer wéssrigen Losung des HGI-Glykoproteids bei einem
pH-Wert unterhalb 5 oder oberhalb 9 nach der Wirmebe-
handlung vollstédndig verschwunden ist.

Versuch 7

Es wird die Abhéngigkeit der Wirkung der Wiarmebehand-
lung auf die Konzentration des HGI-Glykoproteids in der
wissrigen Losung untersucht.

Das gereinigte HGI-Glykoproteid von Probe Nr. 6 von
Beispiel 1 wird in Wasser gel6st und mit 0,1M tris-HCI-Puf-
3 ferlosung auf einen pH-Wert von 7,0 eingestelit. Sodann wird

die Losung auf Endkonzentrationen von 10, 50, 60, 70, 80,

100, 150 bzw. 200 mg pro ml eingestellt. Jede Lsung wird 10

Stunden auf 60°C erhitzt, sodann rasch in Eiswasser abge-

kiihlt, durch Filtration sterilisiert und gefriergetrocknet. Die
35 biologische Aktivitit jeder Probe wird gemiss Versuch 5

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle X zusammenge-
fasst.

25

Tabelle X

40

Konzentration des Zahl der Kolonien Wiedergewinnung der

HGI-Glykoproteids pro 0,1 ml biologischen Aktivitit
(mg/ml)
10 0 0
4550 31 25,4
60 35 28,2
70 44 35,5
80 50 40,3
100 51 41,1
50 150 53 42,7
200 56 45,2
vor der 124 100,0
Wirmebehandlung

55
Aus Tabelle X ist ersichtlich, dass bei einer Konzentration

des HGI-Glykoproteids von 50 mg pro ml die Wiedergewin-
nung der biologischen Aktivitét nach der Warmebehandlung
25,4% betrigt. Zur Wiedergewinnung einer biologischen

6 Aktivitit von mindestens 35% nach der Wiarmebehandlung
muss die Konzentration des HGI-Glykoproteids mindestens
70 mg pro ml, vorzugsweise 100 bis 200 mg pro ml betragen.

Versuch 8

Das in Versuch 5 verwendete HGI-Glykoproteid wird in
Wasser gelost und verschiedene pH-Werte im Bereich von 2
bis 10 eingestelit. Fiir den pH-Bereich von 2 bis 6 wird 0,01M
Citronensdure-Natriumphosphat-Pufferlésung und fiir den

65
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pH-Bereich von 7 bis 10 0,1M tris-HCl-Pufferldsung ver-
wendet. Jede Losung wird mit destilliertem Wasser auf eine
Endkonzentration von 100 mg pro ml eingestellt und 10
Stunden auf 60°C erhitzt, sodann rasch in Eiswasser abge-
kiihlt und gemiss Versuch 5 auf die biologische Aktivitét
untersucht. Ein Teil der Losung (pH 4,5) vor der Einstellung
des pH-Werts wird als Vergleichsprobe verwendet. Die
Ergebnisse sind in Tabelle XIzusammengefasst.

Tabelle X1
pH-Wert Zahl der Kolonien Wiedergewinnung der
pro 0,1 ml biologischen Aktivitdt
(%)

vor der 136 100
Wirmebehandlung

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 51 37,5

6 54 39,7

7 59 43,3

8 63 46,3

9 49 36,0
10 0 0
pH nicht eingestelit 0 0

Aus Tabelle X1 ist ersichtlich, dass bei einem pH-Wert der
- HGI-Glykoproteidldsung im Bereich von 5 bis 9 die Wieder-
gewinnung der biologischen Aktivitét 36,0 bis 46,3% betragt.
Bei einem pH-Wert unterhalb 5 oder oberhalb 9 geht die bio-
logische Aktivitit vollstindig verloren. Aus den Ergebnissen
der Versuche 7 und 8 ergibt sich, dass bei der Warmebehand-
lung der HGI-Glykoproteidldsung die Konzentration des
Glykoproteids mindestens 70 mg pro ml betragen und der
Ph-Wert im Bereich von 5 bis 9 liegen soll.

Versuch 9
Versuch 5 wird wiederholt, jedoch wird das HGI-Glyko-
proteid in Wasser in einer Konzentration von 200 mg pro ml

geldst. Es wird kein Serumalbumin zugesetzt, und die Losung
wird auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Nach der Wérme-

behandlung wird wie in Versuch 5 nur die virusinfektiose

Dosis bestimmt. In diesem Beispiel ist die Virusaktivitét voll-

stiandig verloren gegangen. Das Ergebnis zeigt, dass andere

als die verwendeten Viren ebenfalls durch die Warmebehand-

lung nach dem erfindungsgeméssen Verfahren inaktiviert
werden konnen.
Das vorstehend beschriebene Verfahren der Virusinakti-

vierung durch Erhitzen in Gegenwart eines Stabilisators wird
auf HGI-Glykoproteid-Priparate mit bestimmtem Reinheits-

grad angewendet. Deshalb wurde nach einem praktischen
Verfahren gesucht, das unmittelbar zur Herstellung eines

12

gereinigten HGI-Glykoproteids verwendet werden kann. Im

Laufe dieser Untersuchungen wurde festgestellt, dass die

HGI-Glykoproteidlosung, die mindestens 70 mg pro ml eines

Proteins aus dem als Ausgangsmaterial eingesetzten Urin ent-
5 hilt, eine wirmebestindige Losung fiir diesen Zweck dar-
stellt. Dieses neue Verfahren zum Stabilisieren der HGI-Gly-
koproteidlosung gegen Erwdrmung wird nachstehend néher
beschrieben.

1 Liter frischer Urin von gesunden Menschen enthilt nor-
malerweise 30 bis 50 mg Proteine. Diese Proteine des Urins
werden durch Ultrafiltration, Ionenaustauschchromatogra-
phie, Adsorption an Kieselgel, Aussalzen oder eine Kombi-
nation dieser Methoden, konzentriert. Die Proteine aus Urin
einschliesslich des HGI-Glykoproteids, werden unter ver-

15 mindertem Druck weiter eingedampft, um den Proteingehalt
auf einen Wert von mindestens 70, vorzugsweise 100 bis

150 mg pro ml zu bringen. Wenn der Proteingehalt der HGI-

Glykoproteid enthaltenden Fraktion unter 70 mg pro ml

liegt, fallt die biologische Aktivitit des HGI-Glykoproteids
20 beim Erhitzen sehr stark ab. Obwohl jede rohe Fraktion mit

70 mg pro ml oder mehr Proteinen aus Harn dem Zweck

dient, wird eine Rohfraktion, die im vorstehend beschrie-

benen Verfahren zur Herstellung des HGI-Glykoproteids der

Erfindung erhalten wird, vorzugsweise fiir das neue Stabili-
25 sierverfahren verwendet. Die Rohfraktion wird auf einen

Urin-Proteingehalt von mindestens 70 mg pro ml und einen

pH-Wert von 5 bis 9, vorzugsweise 6 bis 8, eingestellt.

Die erhaltene hitzestabilisierte HGI-Glykoproteidldsung
wird gegebenenfalls nach Reinigung nach dem vorstehend
30 beschriebenen Verfahren der Wirmebehandlung unter den
vorstehend beschriebenen Bedingungen unterworfen, und es
wird eine Fraktion erhalten, die unmittelbar als Arzneistoff
eingesetzt werden kann.

1

=

35 Versuch 10
Beispiel 1 wird wiederholt. Es wird eine HGI-Glykopro-
teid enthaltende Fraktion analog Probe Nr. 1 erhalten, mit
Ausnahme folgender Modifikation:
Das durch Aussalzen mit Ammoniumsuifat bis zu 70pro-
40 zentiger Sittigung erhaltene Prazipitat wird in 8 Anteile
unterteilt. Jeder Teil wird in Wasser gelost und mit 0,1M tris-
HCl-Pufferldsung auf einen pH-Wert von 7,0 eingestelit. Die
erhaltenen 8 Losungen werden auf einen Proteingehalt von
10, 50, 60, 70, 80, 100, 150 bzw. 200 mg pro ml eingestellt.
a5 Jede Losung wird weiter in zwei Gruppen unterteilt. Die eine
Gruppe wird 10 Stunden auf 60°C erhitzt, die andere bleibt
unbehandelt.
Sémtliche Losungsproben werden gemdss Beispiel 1
weitergereinigt bis auf den Reinigungsgrad der Probe Nr. 4
s0 von Beispiel 1. Es werden auf diese Weise zwei Reihen von
Proben mit unterschiedlichem Proteingehalt erhalten. Die
eine Reihe (Testproben) ist hitzebehandelt, die andere Reihe
(Vergleichsproben) unbehandelt. Jede Probe wird aufihre
biologische Aktivitit geméss Versuch 5 untersucht. Die
ss Ergebnisse sind in Tabelle XII zusammengefasst.

Tabelle XI1

Probe Nr.

Proteingehalt (mg/mi)

Zahl der Kolonien pro 0,1 ml Wiedergewinnung der biologischen

Aktivitdt (%)

10
50
60
70
80
100
150
200

Vergleichsprobe

00 ~J O\ W B LN =

106 -
111 -
115 -
106 -
110 -
118 -
120 -
137 -
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Tabelle XI1I (Fortsetzung)

Probe Nr. Proteingehalt (mg/ml) Zahl der Kolonien pro 0,1 ml Wiedergewinnung der biologischen
AKtivitat (%)

Testprobe 9 10 45 42,5
10 50 89 80,2
11 60 98 85,2
12 70 104 98,1
13 80 109 99,1
14 100 121 102,5
15 150 123 102,5
16 200 141 102,9

Beispiel 4 15 jst. Die Fraktionen entsprechen einem Ve/Vo Verhiltnis von

Das Verfahren gemdss Beispiel 1 wird mehrmals wieder-
holt zur Herstellung von 100 mg HGI-Glykoproteid entspre-
chend dem Reinheitsgrad der Probe Nr. 6. 100 mg des erhal-
tenen gereinigten Glykoproteids werden mit 100 ml 10pro-
zentigem humanem Serumprotein als Stabilisator versetzt.
Die erhaltene Losung wird mit 10prozentiger Natronlauge
auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt, 10 Stunden auf 60°C
erhitzt und unmittelbar darauf rasch in Eiswasser abgekiihlt
und durch Filtration durch ein Membranfilter mit einer
Porengrosse von 0,45 y sterilisiert. Jeweils I ml der erhal-
tenen sterilisierten Losung werden aseptisch in Glasampullen
abgefiillt, die vorher 2 Stunden bei 180°C sterilisiert worden
sind. Nach dem Gefriertrocknen unter aseptischen Bedin-
gungen werden die Ampullen abgeschmolzen. Es werden 97
Ampullen mit jeweils | mg eines Praparats mit hitzebehan-
deltem HGI-Glykoproteid erhalten.

Die erhaltenen Priparate werden auf ihre biologische Akti-
vitdt und virale Infektiositit geméss Versuch 5 untersucht.
Die biologische Aktivitit ist vergleichbar mit der einer unbe-
handelten Probe, und es kann keine virale Infektiositét fest-
gestellt werden.

20

25

30

35

Beispiel 5

1000 Liter frischer Urin von gesunden Menschen wird
gemiss Beispiel 1 behandelt. Die Elutionsfliissigkeit aus der 40
CM Sephadex C-50 Saule wird auf 1 Liter rohe HGI-Glyko-
proteidlésung konzentriert. Das Rohkonzentrat wird mit 10
Liter einer 0,1M tris-HCI-Pufferlésung vom pH-Wert 7,0 ver-
setzt, griindlich geriihrt und erneut auf etwa 1 Liter mittels
einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltrationsvorrichtung ein-
geengt. Das Konzentrat wird mit 5 Liter 0,1M tris-HCI-Puf-
ferldsung vom pH-Wert 7,0 sowie 5 Liter einer DEAE-Cellu-
losesuspension (300 g DEAE-Cellulose auf Trockenbasis)
versetzt, das vorher mit 0,1M tris-HCl-Pufferlsung vom
pH-Wert 7,0 dquilibriert worden ist. Das Gemisch wird 30
Minuten geriihrt und nach dem Stehen unter vermindertem
Druck filtriert. Die abfiltrierte DEAE-Cellulose wird mit 10
Liter einer 0,1 M tris-HCI-Pufferlésung vom pH-Wert 7,0
gewaschen. Sodann wird die DEAE-Cellulose unter vermin-
dertem Druck abfiltriert und nochmals mit 10 Liter einer
0,1M tris-HCI-Pufferlosung gewaschen, die 0,05M an Natri-
umchlorid ist. Hierauf wird die DEAE-Cellulose unter ver-
mindertem Druck abfiltriert. Die abfiltrierte DEAE-Cellu-
lose wird mit 10 Liter einer 0,1M tris-HCl-Pufferldsung vom
pH-Wert 7,0 versetzt, die 0,3M an Natriumchlorid ist, und
zur Eluierung der HGI-Glykoproteid-Fraktion geriihrt. Das
Eluat wird mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltra-
tionsvorrichtung (Typ DC-30) entsalzt. Die entsalzte Frak-
tion wird gefriergetrocknet. Es werden etwa 15 g eines Pul-
vers erhalten. Dieses Pulver wird in 150 ml destilliertem
Wasser gelost und auf eine mit Sephadex G-150 gefiillte Saule
mit den Abmessungen 6,0X80 cm aufgesetzt, die mit 0,1M
tris-HCl-Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 dquilibriert worden

45

5

<

5

W

6

=1

65

1,11 bis 1,60 und werden aufgefangen. Die Fraktionen
werden vereinigt und griindlich gegen destilliertes Wasser
dialysiert. Sodann wird die dialysierte Losung (Retentat) mit-
tels einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltrationsvorrichtung
(Typ DC-2) konzentriert. Es werden 100 ml eines Konzen-
trats erhalten, das etwa 3 g rohes HGI-Glykoproteid enthlt.

10 g pulverisiertes humanes Placenta-Albumin (hergestellt
nach dem Beispiel der JA-AS 40 132/76) einer Reinheit von
98% (bestimmt durch Elektrophorese), werden in dem erhal-
tenen Konzentrat geldst. Die erhaltene Losung wird mit
10prozentiger Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,8 einge-
stellt, gemiss Beispiel 4 durch Filtration sterilisiert, aseptisch
in 2,5 ml Portionen in Ampullen abgefiillt und aseptisch
gefriergetrocknet. Sodann werden die Ampulien abge-
schmolzen. Es werden 40 Ampullen mit jeweils 3,8 mg wir-
mebehandeltem HGI-Glykoproteid erhalten. Die erhaltenen
Priparate werden auf biologische Aktivitit und virale Infek-
tiositit gemiss Versuch 5 untersucht. Die biologische Akti-
vitit ist vergleichbar mit den nichtwirmebehandelten Prépa-
raten, und es kann keine virale Infektiositit festgestellt
werden.

Beispiel 6

400 Liter frischer Urin von gesunden Menschen werden in
10prozentiger Natronlauge auf einen pH-Wert von 8 einge-
stellt und sodann unter Kiithlung bei 10°C in einer Durchlauf-
zentrifuge bei 15000 X g zur Abtrennung unldslicher Sub-
stanzen zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wird mit
10prozentiger Salzsdure auf einen pH-Wert von 7 eingestellt
und auf eine mit Kieselgel gefiillte Sdule mit den Abmes-
sungen 10x80 cm aufgesetzt. Die am Kieselgel adsorbierten
Substanzen werden mit 40 Liter Sprozentiger Ammoniakld-
sung eluiert. Das erhaltene Eluat wird mit In Schwefelsidure
auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und mit Ammonium-
sulfat bis zu 70prozentiger Séttigung versetzt. Nach 15- bis
18stiindigem Stehen bei 0°C wird die entstandene Fillung
abfiltriert. Die erhaltene Fillung wird in 2 Liter Sprozentiger
Ammoniakldsung gelost, in Cellophanschlduche abgefiillt
und gegen 0,05M Phosphatpuffer vom pH-Wert 6,5
griindlich dialysiert. Die erhaltene dialysierte Losung (das
Retentat) wird mit dem gleichen Puffer auf 10 Liter aufgefiilit
und auf eine mit Sephadex C-50 gefiillte Sdule mit den
Abmessungen 40x40 cm aufgesetzt, die mit 0,05M Phosphat-
puffer vom pH-Wert 6,5 dquilibriert worden ist. Verunreini-
gungen werden durch Adsorption abgetrennt. 10 Liter des
erhaltenen Eluats werden mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-
Ultrafiltrationsvorrichtung (Amicon, Typ DC-30) konzen-
triert. Das erhaltene Konzentrat wird gegen 0,1M tris-HCI-
Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 bis 5°C wihrend 15 bis 18
Stunden auf die vorstehend beschriebene Weise dialysiert.

Die erhaltene dialysierte Losung (das Retentat) wird mit
der gleichen Pufferldsung auf 1 Liter aufgefiillt und auf eine
DEAE-Cellulosesiule mit den Abmessungen 4,0X40 cm auf-
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gesetzt, die mit der gleichen Pufferldsung dquilibriert worden
ist. Die Sdule wird mit 0,1M tris-HCl-Pufferldsung vom
pH-Wert 7,0 griindlich gewaschen und sodann mit einer
0,1M tris-HCl-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 eluiert, die
0,3M an Natriumchlorid ist. Diejenigen Fraktionen, die die
Proliferation und Differenzierung von Mauseknochenmark-
zellen in vitro stimulieren (bestimmt gemdéss Versuch 5)
werden aufgefangen. Die Fraktionen werden vereinigt und
gegen 0,1M tris-HCI-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 dialy-
siert. Die dialysierte Losung (das Retentat) wird erneut auf
eine DEAE-Cellulosesiule mit den Abmessungen 4,0X40 cm
aufgesetzt, die mit der gleichen Pufferlosung dquilibriert
worden ist. Die Séule wird mit einem linearen Konzentra-
tionsgradienten einer Kochsalzlosung (0 bis 0,3M) eluiert.
Die Fraktionen mit stimulierender Wirkung auf die Prolifera- 15
tion und Differenzierung von Granulozyten werden aufge-
fangen und mit Ammoniumsulfat bis zu 70prozentiger Sétti-
gung versetzt. Die entstandene Fallung wird abfiltriert, in
wenig 0,1M tris-HCI-Pufferlésung vom pH-Wert 7,0 geldst
und gegen die gleiche Pufferldsung dialysiert.

20 ml der erhaltenen dialysierten Losung (Retentat)
werden auf eine Sephadex G-150 Sdule mit den Abmes-
sungen 4,0X 60 cm aufgesetzt, die mit einer 0,1M tris-HCl-
Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 dquilibriert worden ist. Die
FEluatfraktionen bei einem Ve/Vo Verhiltnis von 1,11 bis
1,45 werden aufgefangen. Die Fraktionen werden vereinigt
und gegen destilliertes Wasser griindlich dialysiert. Sodann
wird die dialysierte Losung (das Retentat) gefriergetrocknet.
Es werden etwa 500 mg eines Pulvers erhalten.

200 mg des erhaltenen Pulvers werden in 0,02M Phosphat- 30
pufferldsung vom pH-Wert 7,0 geldst, der 1,0M an Natri-
umchlorid ist, und auf eine Siule aufgesetzt, die 100 ml Con-
canavalin A-Sepharose 4B enthilt, die mit der gleichen Puf-
ferldsung dquilibriert worden ist. Die Saule wird mit 0,02M
Phosphatpufferlosung vom pH-Wert 7,0, die 1,0M an Natri- 35
umchlorid ist, griindlich gewaschen und danach mit einer
0,02M Phosphatpufferldsung vom pH-Wert 7,0, die 50mM
an a-Methyl-D-glucosid und 1,0mM an Natriumchlorid ist,
eluiert. Die Fraktionen mit stimulierender Wirkung auf die
Proliferation und Differenzierung der Granulozyten
(bestimmt gemiss Versuch 5) werden aufgefangen und gegen
destillertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Losung wird
gefriergetrocknet.

Etwa 50 mg des erhaltenen gefriergetrockneten Pulvers
werden in 1 ml einer 0,125M tris-Glykokoll-Pufferlésung
vom pH-Wert 6,8 geldst, die 10% Glycerin enthilt. Die erhal-
tene Losung wird bei 10 mA unter Kithlung mittels einer pra-
parativen Elektrophoresevorrichtung (Typ Fuji Kabara II)
unter Verwendung von 8% Acrylamidgel (pH 8,9; 20 mm X
25 mm) der Elektrophorese unterworfen. Die Fraktion mit
einer relativen Beweglichkeit von 0,46 wird mit 0,025M tris-
Glykolkoll-Pufferldsung vom pH-Wert 8,3 eluiert und
sodann gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte
Losung wird gefriergetrocknet. Es werden etwa 10 mg HGI-
Glykoproteid erhalten.

Das vorstehend beschriebene Verfahren wird mehrmals
wiederholt, und es werden etwa 1 g HGI-Glykoproteid
erhalten. 1 g des erhaltenen HGI-Glykoproteids werden in
10 m] Wasser vollstindig geldst und mit 10prozentiger
Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt. Sodann
wird die erhaltene Losung 10 Stunden auf 60°C erhitzt,
hierauf rasch in Eiswasser abgekiihlt und mit sterilem Wasser
auf das 10fache Volumen verdiinnt. Sodann wird die Lésung
durch Filtration durch Membranfilter mit einer Porengrdsse
von 0,45 y sterilisiert. Jeweils 1 ml der erhaltenen sterili-
sierten Losung werden aseptisch in Glasampullen abgefiillt,
die 2 Stunden auf 180°C erhitzt worden sind. Nach asepti-
scher Gefriertrocknung werden die Glasampullen abge-
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schmolzen. Es werden etwa 97 Ampullen mit jeweils 10 mg
hitzebehandeltem HGI-Glykoproteid erhalten.

Die erhaltenen Priparate werden auf biologische Aktivitét
und virale Infektiositit gemiss Versuch 5 und 7 untersucht.
Die biologische Aktivitit betrigt etwa 40% der eines Prépa-
rats vor der Wiarmebehandlung, und es kann keine virale
Aktivitit festgestellt werden.

Beispiel 7

1000 Liter frischer Urin von gesunden Menschen wird
gemiss Beispiel 6 behandelt. Aus dem Eluat der CM
Sephadex C-50 Siule werden 2,5 Liter einer wissrigen
Losung erhalten, die rohes HGI-Glykoproteid enthilt. Die
Losung wird mit 25 Liter einer 0,1M tris-HCI-Pufferldsung
vom pH-Wert 7,0 versetzt. Nach griindlichem Riihren wird
die Lésung mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltra-
tionsvorrichtung auf etwa Y25 ihres Anfangsvolumens ein-
geengt. Das Konzentrat wird mit 5 Liter einer 0,1M tris-HCl-
Pufferlésung und 5 Liter einer DEAE-Cellulosesuspension
(300 g DEAE-Cellulose auf Trockenbasis) versetzt, die mit
0,1M tris-HCl-Pufferlésung vom pH-Wert 7,0 dquilibriert
worden ist. Das Gemisch wird 30 Minuten geriihrt, sodann
stehengelassen und hierauf unter vermindertem Druck abfil-
triert. Die abfiltrierte DEAE-Cellulose wird mit 10 Liter einer
0,1M tris-HCl-Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 gewaschen
und unter vermindertem Druck abfiltriert. Sodann wird die
DEAE-Cellulose mit 0,1 M tris-HCI-Pufferldsung vom
pH-Wert 7,0 gewaschen, die 0,05M an Natriumchlorid ist,
und hierauf erneut unter vermindertem Druck abfiltriert. Die
auf diese Weise behandelte DEAE-Cellulose wird in 10 Liter
einer 0,1M tris-HCl-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 verriihrt,
die 0,3M an Natriumchlorid ist, um die HGI-Glykoproteid-
Fraktion zu eluieren. Das Eluat wird mittels einer DIAFLO-
Hohlfaden-Ultrafiltrationsvorrichtung (Typ DC-30) entsalzt.
Nach der Gefriertrocknung werden etwa 15 g eines Pulvers
erhalten.

Das gefriergetrocknete Pulver wird in 150 ml destilliertem
Wasser gelost und auf eine Sephadex G-150 Sdule mit den
Abmessungen 6,0x80 cm aufgeseizt, die mit 0,1M tris-HCl-
Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 dquilibriert worden ist. Die
HGI-Glykoproteid-Fraktionen mit einem Ve/Vo Verhiltnis
von 1,11 bis 1,60 werden aufgefangen und gegen destilliertes
Wasser griindlich dialysiert.

Die erhaltene dialysierte Losung (das Retentat) wird mit
einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltrationsvorrichtung (Typ
DC-2) konzentriert. Es werden 30 ml eines Konzentrats
erhalten, das etwa 3 g rohes HGI-Glykoproteid enthdlt. Das
Konzentrat wird mit Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,8
eingestellt und gemdss Beispiel 6 wirmebehandelt. Das erhal-
tene wirmebehandelte Konzentrat wird durch Filtration ste-
rilisiert und in 1,0 ml Anteilen in Ampullen aseptisch abge-
fiillt. Nach aseptischer Gefriertrocknung werden die
Ampullen hermetisch verschlossen. Es werden 30 Ampulien
mit jeweils 5,2 mg wirmebehandeltem HGI-Glykoproteid
erhalten.

Die erhaltenen Priparate werden auf biologische Aktivitdt
und virale Infektiositit gemass Versuch 5 und 7 untersucht.
Die biologische Aktivitit betrdgt etwa 40% der vor der Wiir-
mebehandlung, und es kann keine virale Aktivitit festgestellt
werden. .

Beispiel 8
Das Verfahren von Beispiel 1 wird wiederholt. Es werden
etwa 500 mg (etwa 26 mg Wirkstoff) HGI-Glykoproteid-

65 Pulver entsprechend Probe Nr. 4 erhalten, jedoch wird fol-

gende Stufe vor der Stufe der Dialyse der Sprozentigen wiss-
rigen Ammoniakldsung der Ammoniumsulfatfillung einge-
schaltet: Etwa 20 g der erhaltenen Ammoniumsulfatfillung
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werden in 200 ml Wasser geldst (Proteinkonzentration Beispiel 11

100 mg pro ml). Die erhaltene Losung wird 10 Stunden auf 50 Liter frischer Urin von gesunden Menschen wird mit
60°C erhitzt und sodann in Eiswasser rasch abgekiihlt. Es 10prozentiger Natronlauge neutralisiert und mittels einer
wird eine Fraktion erhalten, die das wirmebehandelte HGI-  kiihibaren Durchlaufzentrifuge bei 10 000 x g zentrifugiert.

Glykoproteid enthilt. Diese Fraktion wird gemiss Beispiel | 5 Der Uberstand wird mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-
dialysiert. Die biologische Aktivitit des erhaltenen HGI-Gly-  Ultrafiltrationsvorrichtung (Aminon Co., Typ DC-30, ausge-

koproteid-Pulvers ist vergleichbar mit der der Fraktion vor riistet mit einer Membran, die ein Molekulargewicht von
der Wiarmebehandlung, und es kann keine virale Aktivitit 10 000 abschneidet) auf %1 ihres Volumens konzentriert.
festgestellt werden. Nach Zusatz von 50 Liter Wasser wird die Lésung erneut
10 konzentriert. Es werden 3 Liter Konzentrat erhalten. Der
Beispiel 9 konzentrierte Urin wird mittels eines Drehverdampfers auf
Etwa 450 mg eines Pulvers entsprechend der Probe Nr. 4 etwa 50 ml Konzentrat mit einem Proteingehalt von 70 mg
von Beispiel 1, die 23,5 mg HGI-Glykoproteid enthalten, pro ml eingedampft. Das Konzentrat wird 10 Stunden auf
werden gemdss Beispiel 1 hergestellt, jedoch mit folgender 6010,5°C erhitzt und sodann rasch abgekiihlt. Es wird eine
Abinderung: 15 wirmebehandelte HGI-Glykoproteid-enthaltende Fraktion
10 Liter des Eluats aus der CM Sephadex C-50 Séule erhalten. Nach Abtrennung unloslicher Substanzen wird das
werden mittels einer DIAFLO-Hohlfaden-Ultrafiltrations- Konzentrat mit 0,1M tris-HCI-Pufferldsung vom pH-Wert

vorrichtung konzentrtiert bis zu einer Proteinkonzentration 7,0 auf' 5 Liter aufgefiillt und auf eine DEAE-Cellulosesiule
von 70 mg pro ml. Die konzentrierte wiissrige Losung wird 10 mit den Abmessungen 4,0x 40 cm aufgesetzt, die vorher mit
Stunden auf 60°C erhitzt und sodann rasch in Eiswasser 20 0,1M tris-HCl-Pufferl6sung dquilibriert worden ist. Das
abgekiihlt. Unldsliche Substanzen werden abfiltriert, und die  HGI-Glykoproteid wird an der DEAE-Cellulose adsorbiert.
wiéssrige Losung wird in Cellophanschlduche abgefiillt und Die Sdule wird mit 0,1M tris-HCI-Pufferldsung vom

gegen 0,1M tris-HCI-Pufferldsung vom pH-Wert 7,0 bei 5°C~ pH-Wert 7,0 griindlich gewaschen und mit 0,1M tris-HCl-
dialysiert. Die dialysierte Losung (das Retentat) wird mitder ~ Pufferlosung vom pH-Wert 7,0 eluiert, die 0,3M an Natri-

gleichen Pufferldsung auf 1 Liter aufgefiillt. Es wird eine 25 umchlorid ist. Danach wird das Verfahren gemiss Beispiel 1
Losung entsprechend der Probe Nr. 1 von Beispiel 1 erhalten.  wiederholt, jedoch wird das erhaltene Eluat anstelle der Spro-
Die biologische Aktivitét des erhaltenen HGI-Glykopro- zentigen wéssrigen Ammoniaklésung des Prizipitats der
teid-Pulvers ist vergleichbar mit der des Pulvers, das ohne TOprozentigen Ammoniumsulfatfaliung verwendet. Es
Wirmebehandlung erhalten wurde. Es kann keine virale werden etwa 200 mg HGI-Glykoproteid-Pulver entsprechend
Aktivitat festgestellt werden. 30 Probe Nr. 4 nach Wiederholung des Verfahrens von Beispiel
1 erhalten.
Die biologische Aktivitét des erhaltenen HGI-Glykopro-
Beispiel 10 teid-Pulvers ist vergleichbar mit der des Priparats, das ohne

Etwa 500 mg eines Pulvers entsprechend Probe Nr. 4 von Wirmebehandlung erhalten worden ist. Es kann keine virale
Beispiel 1, die etwa 26 mg HGI-Glykoproteid enthalten, 35 Aktivitit festgestellt werden.
werden gemdss Beispiel 1 hergestellt, jedoch mit folgender

Abénderung: Beispiel 12
Das Eluat aus der DEAE-Cellulosesiule wird mit Ammo- Das Verfahren von Beispiel 1 wird wiederholt, es wird eine
niumsulfat ausgefillt. Die erhaltene Fillung wird in einer Fraktion entsprechend Probe Nr. 3 von Beispiel 1 isoliert.

0,1M tris-HCl-Pufferldsung bis zu einem Proteingehalt von 40 Diese Fraktion wird auf einen Proteingehalt von 70 mg pro
150 mg pro ml geldst. Die erhaltene Losung wird 10 Stunden  ml konzentriert und 10 Stunden auf 60°C erhitzt. Danach

auf 60°C erhitzt und sodann rasch in Eiswasser abgekiihlt. wird die Fraktion rasch in Eiswasser abgekiihlt, von der ent-
Die entstandene Fallung wird abfiltriert und das Filtrat gegen  standenen Fillung befreit und in gleicher Weise wie in Bei-
0,1M tris-HCI-Pufferlosung dialysiert. Die erhaltene dialy- spiel 1 weiterbehandelt. Es werden etwa 10 mg eines HGI-

sierte Losung wird anstelle von Probe Nr. 3 in Beispiel 1 ver- 45 Glykoproteid-Pulvers entsprechend Probe Nr. 6 von Beispiel
wendet. Die biologische Aktivtit des schliesslich erhaltenen 1 erhalten.

HGI-Glykoproteid-Pulvers ist vergleichbar mit der des Pri- Die biologische Aktivitit des erhaltenen HGI-Glykopro-
parats, das ohne Wirmebehandlung erhalten worden ist. Es teid-Pulvers ist vergleichbar mit der des Priparats ohne Wir-
kann keine virale Aktivitit festgestellt werden. mebehandlung,
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