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{64) Verfahren zur Anreicherung von Lipoproteirien

167) Lipoproteine des Serums werden speziell im Rahmen labordiagnostischer Untersuchungen benétigt, vor allem in
Form von Kontrollseren oder Vergleichsmaterialien. Die Anreicherung der Lipoproteine erfolgt nach dem dargelegten
Verfahren in der Weise, da man die Lipoproteine selbst in Lésung &8t und die Begleitsubstanzen durch Fallung mit
Ammoniumsulfat in einer Finalkonzentration von 1,40 mol/l und anschlieBende Ultrafiltration entfernt. Dieses
Verfahren erfaBt den groBten Teil der Serumlipoprotsine und ist in einfacher Weise in groBerem MaBstab
durchfiihrbar. Die erhaltenen Konzentrate werden entweder direkt oder nach Zusatz zu Serum fir Kalibrier- oder
Kontrollzwecke in der Lipidanalytik verwendet.

ISSN 0433-6461 3 Seiten



-1- 273 164
Patentanspriiche:

Verfahiren zur Anreicherung von Lipoproteinsi aus Plasma oder Serum, dadurch gekennzeichnet, daR
Proteine und Immunkomplexe mit einem Molekulargewichtvon Giber 1,5 X 10° mit Ammoniumsulfatin
einer Finalkonzentration von 1,40 * 0,05mol/l ausgefillt werden und anschlieRend der Uberstand
durch Ultrafiltration mit Membranen vom Nominalmolekulargewicht 1 x 10° vom Féllungsmittel,
riedermolekularen Stoffen des Serums und Eiweifen bis z21 einem Molekulargawichtvon etwa 6 x 10*
befreit wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

In den hochentwickelten Industriestaaten stellen zur Zeit Herz-Kreislauf-Erkrankungen dia hiufigste Todesursache dar. Zu deren
Hauptrisikofaktoren gehdren Stérungen im Lipidhaushalt, die unter anderem das Auftreten von Arteriosklerose und Herzinfarkt
férdern. Bel der Priivention und Therapie dieser Stérungen ist die Lipidanalytik in klinischen Labors von groBer Bedeutung.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich vor allem auf eine\'arfahrensweise zur Gewinnung von Lipoproteinan, die zur Harstellung
von Kontroll- und Kalibriermaterialien fiir die Lipidanalytik geeignet sind. Dafiir werden als Ausgangsmaterial
Serumlipoproteine verwendet, die nach einem besonderon Verfahren weitgehend von anderen Komponenten befreit und
konzentriert werden. Solche Préparationen kénnen auch als Ausgangsmaterial filr die Gewinnung von Apolipoproteinen dienen.

Charakteristik der bekannten tachnischsn Ldsungen

Die Lipoproteinie des Blutes sind eine Gruppe von Moleklen, die neben dem Proteinanteil einen relativ groBen Lipidanteil
besitzen aber qualitativ und quantitativ in der Protein- und Lipidzusammensetzung grdBere Unterschiede aufwelsen kdnnen. Die
Molekulargewichte reichen von etwa 2 x 10° bis Gibar 2 x 107. Der Proteinanteil hit verschisdene Funktionen, unter anderem ist
er filr die L&slichkeit der Molekdle mit den zum griBten Teil wasserunldslichen Lipidbestandteilen verantwortlich, und er bedingt
auch die Félibarkeit mit Proteinfdllungsmitteln. Dar Lipidanteil verleiht den Mulekdlen sine Dichte, die unter der von reinen
Proteinen und Glykoproteinen liegt, er ist verantwortlich fiir die relativ leichte Aggregation der Molekdle, wie sie 2.B. im
Aufrahmen des Serums zum Ausdruck kommt, und er bedingt die Wechselwirkung mit Reagenzien, die mit Proteinen nicht oder
nur wesentlich schwicher reugieren.

Alle diese Eigenschaften der Lipooroteine werden in der einen oder anderen Form von den Verfahren zu threr Gewinnung aus
Plasma oder Serum genutzt. Die bisherigen Methoden bezishen sich vor allem auf ihfe Reinstdarstellung im Labormadstab, auf
die Gewinnung dsr B-Lipoproteine und auf die Isolierung von Lipoproteinfraktionen im Rahmen einer umfassenderen
Fraktionierung.

Die Verwendung der Ultrazentrifuge liefert zwar sehr reine Lipoproteine, sie gestattet aber nur kieinere Durchs&tze und kommt
daher flr den technischen MaBstab kaum in Frage.

Die Einschrittféllungsmethoden erfassen im wesentlichen nur die B-Lipoproteine aber nicht den High-Density-Lipoprotein-Antell
(HDL-Fraktion). - -Wenn die F&llung unspezifisch erfolgt, 2.R. mit Alkohol oder anderen organischen L&sungsmitteln, erhéit man
melst relativ hot: 3 Anteile an unerwilnschten Serumproteinen, die sich bel der Herstellung hoher Lipidkonitentrationen in
Kontrolimateriahan stérend bemerkbar macher. Wenn andererseits spezifischere Féllungsmittel verwendat werden, 2.8, *
Dextransulfat oder Heparin, sind zum Zentrifugieren hohe Beschleunigungen erforderlich, die im technischen MaBstab schwer
2u realisieren sind. '

Bei der laborm&Rigen Gewinnung von Lipoproteinen gibt es Verfahren, bei denen die Lipoproteine zun#chst ausgefélit werden
und anschlieBend nach Zusatz bestimmter Substanzen das Féllungsmittel aus dem Niederschlag durch einfache Dialyse in
Schlduchen entfernt wird, wodurch eine weitgehende Ki#rung eintritt,

Solche Verfahren sind aber nicht auf die filr gréBere Chargen erforderliche Ultrafiltration mit tangentialer Uberstrdémung der
Mombranen umzuste!len, weil hierfiir nur von vernherein klare L&sungen eingesetzt warden kdnnen.

Die Anpassung einss anderen Verfahrens an die Ultrafiltration, n&mlich die Ausféllung der Lipoproteine mit Rivanol, Lésung des
Niederschlages und Entfernung des Fillungsmittels durch Dialyse, war nicht mdglich, weil sich die Lipoproteine schon nach
kurzer Zeit 2u Trépfchen zusammenbaliten und damit fir den vorgesehenen Zweck nicht mehr verwendbar waren.

Die klassische Plasmafraktionierung ist relativ aufwandig und wére dann besonders sinnvoll einzusetzen, wenn die
Hauptplasmabaestandteile wie Albumin, Immunglobuline oder andere Fraktionen gewonnenwerden sollen und die Lipoproteine
mitrelativgeringem Aufwand aus einer der anfallenden Fraktionen Isoliert werden kénnten. Ihr alleiniger Einsatz zur Gewinnung
der Lipoproteine in gréBerem MaRstab ist zu aufwendigy.

Ziel der Erfindung

Aufgabe der Erfindung war daher die Entwicklung eines einfachen und robusten Verfahrens zur Anwendung Im technischen
MaBstab, mit dem der groBte Teil der Serumiipoproteine einschlieBlich der HOL-Fraktion mit telativ geringen Belmengungon
anderer Serumbestandteile gewonnen werden kann.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Wenn manvon der Ultrafiltration absieht, dann wird bei den bisherigen Verfahren das Prinzip verwendet, die Lipoproteine durch
Fallung von den sie begleitenden Substarzen des Serums abzutrennen. Uberraschenderweise wurde gefunden, dafl das
umgekehrte Prinzip, ndmlich das Inldsunglassen der Lipoproteine und das Abtrennen der unerwilnschten Begleitsubstanzen, ein
fiir technische Zwecke gut geeignetes Verfahren ergibt, wenn ganz bestimmte Bedingungen eingehalten werden.

Dazu werden in der ersten Stufe die meisten Nichtlipoproteine mit Molekulargewichten oberhalb 1,6 x 10 ausgefélit, und in der
zweiten Stufe werden das Féllungsmittel und andere niedermolekulare Substanzen sowie Proteine bis zu einem
Molekulargewichtvon etwa 6 X 10*, vor allem Albumin, durch Ultrafiltration abgetrennt. Bei der F&llung in der ersten Stufe mud
unbedingt eine finale Ammoniumsulfatkonzentration von 1,40 + 0,06mol/l eingehalten werden. Bei héheren Konzentrationen
werden die Lipoprotelne schon gosch#digt bzw.In eine aggregierte Form gebracht, diezwar fiir das bloBe Auge nicht sichtbar ist,
die aber die Ultrafiltration sehr stark behindern kann, offenbar durch Verstopfen der Poren. Bei geringeren Konzentrationen an
Ammoniumsulfat werden dagegen zu wenige der unerwiinschten Begleitproteine abgetrennt. Der sehr enge
Konzentrationsbereich fir das Ammeniumsulfat ist vor allem dadurch erforderlich, daB sich die Molekulargewichte von
abzutrennenden Begleitproteinen — etwa 1,5 x 10° bis iiber 2 x 10° bei Immunglobulinen bzw. iImmunkomplexen - und
niederm.olekularen Lipoproteinen - etwa ab 2 x 10° - deutlich tberlappen. Der Fillung kommt der Umstand entgegen, daB bai
1,4mol/l an Ammoniumsulfat ein Teil der Immunglobuline zusammen mit den anderen Proteinen ausfallt, whrend sie in reiner
Form héhere Féllungsmittelkonzentrationen ber Stigen.

Die zur Ultrafiltration bendtigten Membranen m-issen einerseits Albumin gut durchlassen, andererseits dlrfen die
niedermolekularen Lipoproteine, niimlich die mungenm#&Rig sowieso am wenigsten vorhandenen HDL, nicht durchgelassen
werden. Daher ist eine PorengrBe mit dem Nominalmolekulargewicht von 10° am glinstigsten.

Da die Ultrafiltration der EiweiBe im Verhaltnis zum Wasser seh: langsam vor sich geht, muB im Verlauf der Prozedur eine
gréBere Menge wiriger Lésung zu dem zu reinigenden Konzentrat gegeben werden, Diese Waschl8sungen k8nnen beliebig
zusammengesetzt sein, sie dirfen lediglich keine unglnstige Wirkung auf die Lipoproteine bzw. die Begleitproteine haben.
ZweckmiBigerweise verwendet man daher verdiinnte Salzlésungen, z.B. 1%ige Kochsalzidsung. Zum SchiuB kann man bel
Bedarf auch mit einer L8sung von der Zusammensetzung waschen, die man endgltig in dem Lipoproteinkonzentrat haben
mdchte, 2.B. eine dem Serum an niedermolekularen Substanzen dquivalente Ldsung.

Der Grad der Konzentrierung der Lipoproteine und des Auswaschens der Begleitproteine richtet sich nach den Erfordernissen.
Die Konzentrierung kann nicht beliebig gesteigert werden, da die gleichzeitig steigende Viskositét der Lésung technische
Probleme v *ingt. Eine Konzentration auf 10g Cholesterol/I, das entspricht einer Konzentrierung der Lipoproteine auf mehrals
das Funffache, ist etwa die Grenze, bei der man noch unter normalen Bedingungen arbeiten kann. Eine stérkere Konzentrierung
arfordert einen wesentlich hdheren Aufwand.

Sollen die Lipoproteine fiir analytische Zwecke in Kontroll- oder Vergleichsmaterialien eingesetzt werden, genfigt es im
allgemeinen, wenn man etwa 70 bis 75% der Ausgangsproteine entfernt,

Der besondere Vorteil des beschriebenen Verfahrens besteht darin, duf nicht nur frisches Serum oder Plasma, sondern auch
gefrorenes Serum direkt fil: die Aufarbeitung verwendet werden kann, obwoh! hier die Lipoproteine eine gewisse Schiidigung
ihrer Struktur erleiden. Dadurch kann auch das tiefgefrorene Sammelserum aus Serumabfillen aufgearbeitet werden. Trotzdem
waren die Ldsungen vor und nach der Ultrafiltration Klar filtrierbar, ohne daB Lipoproteinverluste auftraten, und wihrend der
Ultrafiltration kam es zu keiner Trépfchenbildung oder einer anderen merklichen Aggregation.

Ausfihrungsbeispiel .

20-1-Humanserum werdun bel Raumtemperatur und unter Rhren mit 201 2,8mol/| Ammoniumsulfatidsung versetzt, wobei die
ersten 151 in 20 Minuten und die letzten 51 in 2 Sti:nden zugegeben werden, Die L&sung wird noch 1 Stunde gerithrt, Gber Nacht
stehengelassen und zentrifuglert. Der Uberstane; wird durch anschlieBende Ultrafiltration mit Membranen dor AusschluBgrenze
100000 Dalton zun#chst suf 161 eingeengt, mit-1i gervaschen {als Waschldsung wird wihrend des gesamten Vorganges0,9%ige
Kochsalz1dsung verwendet), dann auf 121, 104, 81, €,71 und 5,51 eingeengt, wobei bei jeder Stufe mit 41 gewaschen wird.
Danach wird auf4,81 eingeengt und mitinsg ssamt 201 gewaschen, wobei das Retentate-Volumen zwischen 4,8 und 5,21 gehalten
wird. SchlieBlich wird auf 3,61 eingeengt.

Das Konzentrat enthlt je nach Ausgangswerten etwa 10g Cholesterol und etwa 8g Eiweil pro . Die Ultrafiltration ist in

& Stunden beendet {abh&ngig von Art und GréB8e der Membran sowie von der Pumpe und den verwendeten
Druckverhiiltnissen),

Von diesem Konzentrat werden 2 Teile zu 10 Teilen Humansammelserum gegeben, das einen Cholesterolgehalt von 1,8g/|
aufweist. Der Cholesterolgehalt des Gemisches betragt etwas mehr als 3g/l. Das aufgestockte Serum wird sterilfiltriert, in
Portionen abgefilit und lyophilisiert.
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