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The properties of human nerve grwoth factor (NGF)
from Glandula submandibularis were examined and char-
acterized. The results closely resemble those of NGF from
bovine and swine.

Im Rahmen unserer seit 1958 durchgefithrten Un-
tersuchungen iiber Nervenwachstumsfaktoren (NGF)
aus menschlichen und tierischen Organen [1] — mit
dem Ziel, zu moglichst reinen, medizinisch einsetz-
baren Pridparaten zu gelangen — konnten wir NGF
aus menschlichen Speicheldriisen isolieren und cha-
rakterisieren. Die fiir Sidugetier-NGF (Schwein,
Rind) ausgearbeiteten Gewinnungs- und Reinigungs-
methoden (unveroffentlicht) erwiesen sich als hier
tibertragbar.

Unser Interesse an NGF gilt vor allem dem Ein-
satz von NGF zur Behandlung von Lihmungen —
Untersuchungen, wie sie gemeinsam mit brasiliani-
schen und japanischen Kollegen durchgefiihrt wor-
den sind ([1], Mitt. VI): Bericht iiber klinische Er-
folge an 35 Fillen (Facal paralysis; incurable poly-
neuritis; neuralgis and others; cerebro-vascular hy-
pertensive and diabetic nervous system disorders).

Beim Vergleich unserer Priparate aus der Glan-
dula submandibularis vom Menschen mit den ent-
sprechenden Priparaten vom Schwein und Rind
stellten wir relativ weitgehende Ubereinstimmung
der im folgenden aufgefiihrten Kennzahlen fest.

Zur Identifizierung, Isolierung und Reinigung von
menschlichen NGF wurde seine wachstumsférdernde
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Tab. I. Kennzahlen von NGF-Priiparaten.

E o/ Exeo 1.3-1.5

£max 279

Amin 254-255

spez. Drehung [2]¥

NGF Mensch - 360°C
Schwein —400°C
Rind —350°C

T-Werte °C 38-40°C

Verhalten gegeniiber

Alkali stabil

Séure labil

Proteinasen labil

Proteingehalt Gew.% 96-97

N-Gehalt Gew.% 15,5-15,6

Phosphat Gew.% 1,8-24

Kohlenhydrate Gew.% 0,1-0,2

Hexosamin Gew.% unter 0,0002

Tyrosin Gew.% 0,44-0,47

Wachstumstest

Aktivitiatsbereich pg/ml 0,017-0,17

Wirkung auf Nervenzellen in Gewebekultur nach
der Methode von Levi-Montalcini [2] getestet: siche
Abb. 1.

Menschliche NGF-Priparate zeigten ausgespro-
chen kontinuierliche, wachstumsfordernde Aktivitédt
auf embryonale Nervenzellen und bewirkten ihr
iiberleben und Erhalt im gesunden Zustand, wobei
es notwendig ist, den richtigen Konzentrationsbe-
reich von NGF einzustellen; die Anwesenheit von
Glucose oder Mannose ist unerlaBlich.

Der optimale Konzentrationsbereich fiir volle
wachstumsfordernde Wirkung von unserem reinsten
NGF-Protein (Mensch) liegt zwischen 0,017 bis
0,17 pg/ml. Unter 0,009 pg/ml (NGF-Mensch) er-
hielten wir andere Wachstumsformen.

Als weitere Kennzahlen wurden der Sedimenta-
tionskoeffizient und das damit verbundene Moleku-
largewicht des hochmolekularen NGFs (Mensch)
ermittelt. Es weist 4,58 s auf, was einem Moleku-
largewicht von 175000 bis 225000 entspricht und
iiber dem vom NGF (Rind und Maus) liegt. Die
Niedermolekularformen z- und f-Komponente des
NGFs (Mensch) haben ein Molgewicht von 13000
bis 16000 (x); 26000 bis 30000 () und stimmen
mit denen von NGF (Rind [1] und Maus [3-6])
iiberein. Die y-Komponente ist heterogen und be-
steht aus 5 Isomeren, die unterschiedliche Molge-
wichte aufweisen und hoher als das der y-Kompo-
nente des NGF-Proteins von Miusen [5, 6] liegen.
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Herstellung von NGF (Mensch)

Frische Glandula submandibularis bzw. parotis
werden nach Entfernung der Fettgewebe und an-
derer Gewebearten zerkleinert, gemahlen und mit
2-prozentiger NaCl-Losung bei pH 8,0 homogeni-
siert, 3 Std. lang unter Rithren im Kiihlraum mit
mehr 2-prozentiger NaCl-Losung extrahiert und bei
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Abb. 1. Versuchskultur mit
NGF (Mensch) in einer End-
konzentration von 0,17pg/ml.
Die weiBBe Schichtung auf
der Abbildung ist durch lange
Lagerzeit entstanden, weil es
durch Verzogerung getrocknet
wurde.

5000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert und aufbewahrt. Der Niederschlag
wird nochmals mit NaCl-Losung im Kiihlraum
extrahiert und dann zentrifugiert. Die Extraktions-
losungen werden differenzierten Salzfillungen un-
terworfen. Hierbei werden Schleimstoff und andere
zuerst ausgefillt. Zu diesem Zweck wird festes Am-
moniumsulfat bis zu einer Konz. von 24 Gew.%
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Abb. 2. Disk-Elektrophorese der NGF-Priparate Mensch
(V) und Rind (U).

(50-prozentige Sittigung) hinzugefiigt. Der pH-Wert
muf} stets wieder auf 4,0-4.5 eingestellt werden
(bei NGF aus Schweinespeicheldriisen ebenfalls,
bei NGF aus Rinderspeicheldriisen mit Ammoniak
auf pH 7,0-7.5). Die Mischung wird unter Riihren
bei 4°C 30 min gehalten, dann bei 5000 U/min
zentrifugiert. Die Niederschlige werden verworfen,
die Uberstinde gesammelt und weiter verarbeitet.
Im Laufe der Isolierung und Reinigung werden
bei jedem Schritt zur Identifizierung und Charak-
terisierung das UV-Spektrum aufgenommen Eagy/E 60
und im Gewebekultur-Test nach Levi-Montalcini
die Aktivitit der Nervenwachstumsfaktor-Fraktio-
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skripte 93 Seiten (engl. Fassung) — Vortrige vom
7. 8. 1972 und 22. 8. 1973 and der UFSM in S. Maria,
RS, Brasilien;
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Mitt. VI, mit M. C. da Rocha, W. H. Chik, J. T.
Shimazawa und S. Sato, ,Medical Report of NGF,
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nen gepriift. Zu diesem Zweck werden jeweils 10 ml
Probeldsung entnommen.

Zur Ausfillung wirksamen NGF-Rohproduktes
wird zu der so gewonnenen rétlich gefirbten Stamm-
l6sung weiteres festes Ammoniumsulfat bis zu einer
70-prozentigen Sittigung (33 Gew.%) hinzugegeben
— pH wiederum bei 4,0—4.5, mit HCI nachgestellt.
Alle Operationen bei 4 °C. Nach weiteren 30 min
unter Rithren wird bei 10000 U/min abzentrifu-
giert. Nach Durchfiihrung der Identifizierung- und
Charakterisierungsversuche werden die Uberstinde
verworfen oder erneut bearbeitet. Die iiberwiegend
aus aktivem Material bestehenden Niederschlige,
die einen Exy/E,s-Wert von 1.1 zeigen, werden fiir
die weiteren Reinigungsschritte verwendet.

Eine wiBrige Suspension der Niederschlige (ca.
1:50 bis 1:100) wird homogenisiert und gegen
bidest. Wasser dialysiert und dann bei 20000 U/min
zentrifugiert. Die Niederschlige werden auf NGF-
Aktivitat mittels UV und Gewebekultur-Test unter-
sucht und je nach Resultat verworfen oder weiter-
bearbeitet. Die erhaltenen wasserklaren Ldsungen
werden mehrmals, je nach Reinigungsgrad, dialysiert
und zentrifugiert. Die so erhaltenen iiberwiegend
aus aktivem Protein bestehenden Uberstinde wei-
sen eine Eygg/Exo-Wert von 1,3—1.40 auf. Durch
weitere Reinigung, vor allem Acetonfillung wurde
eine NGF-Priparat mit dem Wert 1,53 erhalten.

Bei der SDS-Disk-Elektrophorese ermittelten wir
3 Hauptfraktionen (alpha, beta und gamma) und
weitere gamma-Untereinheiten gemidf8 Abb. 2 und
Tabelle. — Aktivititsbereich wie in Tabelle und
Text angegeben.
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