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Verfahren zur Isolierung von Serumgenadotropin (PMSG) sus Tier-
geren

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein groBtechnisches Verfahren zur Iso-

lierung von Serumgonadotropin (Pregnant Mare Serum Gonadotro-
pin = PMSG) sus dem Serum, Plasme oder Blut trichtiger Stuten
oder enderer Tiere.’ '

Charokteristik der bekannten technischen Losungen

Es ist bekannt, daB durch Frektionierung PMSG-haltiger Seren
mit Ethanol das Hormon PMSG isoliert werden kann (Zusammenfas-
sung giehe Hent 0. und Padr.Z. Chemie und Biologie der Hormone,
VEB Fischer Verlag, Jens 1979, Seite 139).

Es ist ferner bekennt, daB durch Fédllungsmittel die Serumpro-
teine ausgefdllt werden kdnunen und das PMSG durch Adsorption

an Benzoésdure isoliert werden kenn (Rimington, C., and Rowlands,
I.W. Biochem.J. 35, 1 (1941), T736-48).

Bel der Frektionierung mit Ethanol muB8 dem Serum die dreifache
Menge des Ausgangs volumens Ethanol zugegeben werden. Dieses Ver-
fahren erfordert eine explosionsgeschiitzte Technologle mit ho-
hem apparativen Aufwend, die eine stindige Gefshrenquelle dar-
stellt., Die Beseitigung der anfallenden 75 %igen alkoholischen
Avlauge ist problematisch. Die Abgabe in das Abwasser verbietfet
das Umweltschutzgesetz. Bei einer Redestillation ergeben sich
rechtliche Konsequenzen aus dem Braniweingesetz.
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‘Bine Entfernung dexr Serumproteine mit Féllungsmitteln besei-
tigt nicht die groBen Ausgangsvolumina, aus denen an Benzoé-

siure das PMSG sbsorbiert werden muB. Die Aufarbeitung der -
Benzoésture ist grofStechnisch Gkenomisch keum durchfiihrbar.

7iel der Erfindung

Das Ziel des neuen Verfahrens ist, aus PMSG-haltigen Seren im
groBtechnischen MaBstab ein PMSG-Préparat zu igolieren, das weit-
gehend frel von Begleitprcteinen ist. Das Verfehren bendtigt
keinen Explosionsschutz und 188% keine umweltbelastenden Ab-
produkte entstehen. Der Einsatz an Hilfsstoffen sowie der eppa-
rative Aufwand sind Skonomisch vertretbar. h

Darlegune des Wesens der Erfindung.

Es wurde gefunden, daB8 nach Ausféllung der Serumproteine aus

dem Serum, Plasme oder Blut (vorwiegend Serum und/oder Plasma)
mit m~-Phosphorsiéure eine FPMSG-haltige LSsung zuriickbleibt, die -
‘pach Ausféllung der durch Hydrolyse entstandenen Phosphorsdure

- (als Phosphate) und niedrigmolekularer HPOBaProﬁeinverbindungen
mit Kelziumchlorid durch Ultrafiltration oder in einer Rotations-
dinnschichtapparatur eingeengt werden kamnn. Dadurch kenn das
Ausgangsvolumen um mehr als 99 % verringert und der PMSG-Gehalt
pro Volumeneinheit‘éntsPrechend erhoht werden.

Die Verarbeitung der geringen Volumina erfolgt durch Fraktio-
nierung mit Ethenol unter Verwendung von Azetatpuffer oder durch
Dialyse und anschlieBender Gefriertrocknung. '
Das Serum wird bei Zimmertemperatur mit der 1-1,5fachen Menge
Wegser verdiinnt und dazu unter Rilhren eine 0,2 =-0,4 molare
frisch hergestellte m-Phosphorsiure-Losung langsem zugetropft.
Nach Erreichen des pH-Wertes von 3,3 - 3,7 (bevorzugt 3,5) wird
noch ca. 2 Stunden gerithrt und die ausgefallenen Serumproteine
werden durch Separation oder Filtration entfernt. Die abgetrenn-
ten Serumproteine werden mit einer 0,01 ~'0,02 molaren frisch
hergestellten m-Phosphorséure-Losung gewaeschen. Filirat und Wasch-
wasser werden vereinigt und mit ca. 10 %iger Natronleuge neu=-
tralisiert (pH 7,5 - 8,0). Dann werden soviel ml einer 5 %igen
Kalziumchlorid~-Losung zugegeben bis kein Niederschlag mehr gus-
. £811t, Die PMSG-haltige Losung wird denn durch Ultrafiltration



.5 228386 3

oder in der Rotationsdiinnschichtapparatur (RDA) eingeengt. Nach
| der Einengung in der RDA werden die Salze durch Dialyse oder
Mischbettionenaustevscher entfernt. Nach Einstellung der Isoto-
nie, Sterilfiltration oder Gefriertrocknung ist diese konzen-~
trierte PMSG-Losung bereits als Injektionspréparat geelgnet.
Eine weitere‘Reinigung der geringen Volumine mit einem hohen
Gehalt en PMSG kann durch Umféllen mit Ethanol unter Verwendung
voen Azetatpuffer bei pH 5 erreicht werden.

Ausfiihrungsbeigpiele
1. Beispiel

100 kg PMSG-haltiges Serum oder Plasme werden in einem Ruhrgefaﬁ
mit 100 kg 'entionisiertem Wasser gemischt und unter gténdigem
Rithren eine frisch zubereitete 0,25 molare m=-Phosphorséure-~Lo=-
sung langsem zugetropft bis ein pH=-Wert von 3,5 erreicht ist. Nach
ca. zwelstlindigem Rithren wird der Niederschleg abgetrennt und
mit einer 0,02 molaren m=-Phosphorséure-Losung von der anhef ten=
den Matterlauge befreit. Die klaren LUsungen werden vereinigt
und mit 10 %iger Natronlauge ein pH von 7,5 eingestellte'Dann
wird soviel 5 %ige Kelzlumchlorid-Losung langéam zugetropft, bis
kein Niederschlag mehr ausfdllt. Dabei muB der pH—Wert durch
sgténdige Zugabe von 10 %iger Naetronlauge bel pH 7 5 gehalten

- werden. Nach ca. einer Stunde wird der Niederschlag abgetrennt.

Die PMSG=heltige Losung wird klar filtriert und durch Ultra~
filtration auf weniger als 1 1 eingeengt. Nach Einstellung der
Isotonie und Sterilfiltration wird bereits ein injektionsfahi-
ges FMSG-Préperat mit einer hohen Hormonaktivitit erhalten, das
wegen der besseren Haltibarkeit noch gefriergetrocknet werden
sollte.,

Ist eine weitere Reinigung notwendlg, siehe Ethanolféllung
Beispiel 4.

Beispiel 2

Wie Beispiel 1 bis zur Abtrennang des Niederschlages nach der
Pallung mit Kalziumchlorld.

Die PMSG~haltige Ldsung wird denn in einer Rotationsdilunschicht-
epperatur suf ca. 10 1 eingeengt. Die eingeengte LOsung wird in
einer kontinuierlichen Dialyse von Salzen befreit, wobel das
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Volumen euf ca. 15 1 ansteigh. D;e-Lcsang wird nun erneut in
der Rotationsdﬁnnschichtapparatur oder einem Vakuumumlaufver-
dempfer bis auf weniger als 1 1 eingeengt.

Naech Eingtellung der Isotonie und Sterilfiltrstion wird bereits
ein injektionsféhiges PMSG-Préparat mit einer hohen Hormoneke
tivité,t'erhalten9 dag wegen der besseren Haltbarkeit noch ge-
friergetrocknet werden sollte. :

Ist eine weitere Reinigung notwendlg, gsiehe Ethanolfallung Bel—
spiel 4.

Beigpiel 3

Wie Beispiel 1 bis zur Abtrennung des Niederschlages nach der
Fallung mit Kalziuwnchlorid. ‘

Die PMSG-~haltige Losung wird in einer Rotétionsdﬁnnschichtapparar
“fur euf ca. 10 1 eingeengt. Die eingeéngte Losung wird durch
einen Mischbett-Ionenausteuscher von Salzen befreit. Die dabei
_entstandene Ldsung wird nun erneut in der Rotationsdiimschicht-
apparatur oder einem Vakuumumlaufverdampfer bis auf weniger als
11 eingeengt. Nach Einstellung der Isotonie und Sterilfiltre-
tion wird bereits ein 1njehtlonsfah1ges PMSG«Praparat mit einer
hohen Hormonaktivitét erhalten. - _

Ist eine weitere Reinigung notwendig; giehe Bthanolfédllung Bei-
spiel 4.

Beigpiel 4 ,
Das eingeengte Endprodukt von Beispiel 1, 2 oder 3 oder die aus
Beispiel 2 bzw. 3 im ersten Einengungsschritt gleich auf ca. 11
eingeengte Losung konnen durch Ethenolféllung weiter gereinigt
werden.
1 1 konzentrierte PMSG-heltige LBsung wird mit 0,171 1 n Azetat=
puffer vom pH 5 versetzt. Zu dieser LOsung werden 1,1 1 Efthanol.
unter Rihren getropft und noch ca. 2 Stunden geriihrt. Der Nie-
derschleg wird abgetrennt und der klare Uberstand mit Ethanol
euf 75 % gebracht. Nach ce. 3 Stunden wird der Niederschlag ab-
getrennt und 2 x mit ca. 100 ml Wasser extrdiert. Nach Ein~
stellung der Wertigkeit wird sterilfiltriert in Rollrandflasuhen-~
abgefﬁllt und gefr"ergetrachnet.
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1. Verfahren zur Isolieruﬁg von Serumgonadotropin (PMSG) aus

Tierseren dasdurch gekennzeichnet, deB man die Serumproteine

" mit m-Phosphorsdure eusféllt, nach Abtrennung des Nieder-

2.

Ba

schlages die PMSG-haltige Losung neutrelisiert und die durch
Hydrolyse gebildete Phosphorsdure und die HPOB-Proteinkom~
plexe durch Kalziumchlorid bei schwach alkelischem pH asus-
£511t und die stark verdiinnte PMSG-haltige Losung einengt. -

Verfehren nech Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB die
PMSG-haltige Losung durch Ultrafiltration auf ce. 1/100 des
Ausgangsvolumens eingeengt wird.

Verfshren nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, de8 die

- PMSG-haltige LOsung in einer Rotatlonsdiinnschichtapparstur aufl

4

7.

ca. 1/10 des Ausgengsvolumens eingeengt wird.

Verfahren nach Punkt 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, deB v
die auf 1/10 eingeengte PMSG-haltige Ldsung durch kontinuler-
liche Dialyse von Salzen befreit wird und erneut in einer
Rotetionsdiinnschichtapparatur auf weniger als 1/100 des ur-
spriinglichen Ausgangsvolumens eingeengt wird.

Verfahren nach Punkt 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, daf

“die auf 1/10 eingeengte PMSG-haltige Ldsung durch Mischbett-

Ionenausteauscher von Salzen befreit wird und in einer Ro=~
tationsdiinngchichtapparatur auf weniger als 1/100 des Aus-

" gengavolumens eingeengt wird.

6.

Verfehren nach Punkt 1, 2, 3, 4, 5 dadurch gekennzeichnet,
daf die konzentrierte PMSG-haltige LOsung durch Fraktionie-
rung mit Ethanol unter Zugabe von Azetatpuffer pH 5 weiter
gereinigt werden kann. ' |

Verfehren nach Punkt 1 und 6 dadurch gekennzeichnet, daB

die PHSG-haltige LBsung in einer Rotstionsdiinnschichtappara=
tur suf ca. 1/100 des Ausgangsvolumens eingeengt wird und die
konzentrierte IMSG-haltige Losung durch Frektionierung mit
Ethanol unter Zugabe von Azetatpuffer pH 5 welter gereinigt
werden kann. ' -
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