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Tamin keksinndn kohteena on menetelmi saostettujen plasmaproteiinien erottamiseksi

ihmisen veriplasmasta.

Tuotettaessa albumiinia verestd tai verituotteista albumiinipitoiset kehon nesteet
ja sen tapaiset saadaan albumiinipitoisena suspensiona joka sisdltidd liuenneen albu-
miinin ohella saostuneita plasmaproteiineja, varsinkin globuliinia. Saksalaisessa
hakemus julkaisussa 2 415 079 on esitetty menetelmi albumiinin eristidmiseksi ihmi-

sen veresti ja sen tapaisista, joka menetelmd kisittdd seuraavat vaiheet:

a) plasma erotetaan veren kiinteistid ja hyytymistd edistdvistd liukoisista aineo-

sista ja haluttaessa liukoiset ei-albumiinipitoiset aineosat otetaan talteen;

b) globuliini saostetaan kuumentamalla jd#nndsliuos 7 -~ 12 tilavuusprosenttisten
alkoholien ldsnidollessa, ja albumiinin stabilisaattoreiden, esimerkiksi nat-
riumkaprylaatin lidsndollessa limpitilassa noin 60 - 75°C, ja neste erotetaan
globuliineista;

¢) albumiini vdkevdidddn albumiinipitoisesta liuoksesta.

Saostetun globuliinin ja mahdollisten muiden saostuneiden plasmaproteiinien erotus
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suoritetaan kuumasaostamalla pH-arvossa-4,4 ja kdyttdm#ll¥ jatkuvaa linkousta. Erot-

tuneet plasmaproteiinit jddvit roottoreihin ja albumiini jdd supernatanttiin.

Tunnetun menetelmdn puutteena on, ettd verraten paljon albumiinia j33i erotettuun vi-
kevoitteeseen, joka siis on pestdvd ja lingottava useita kertoja arvokkaan jddnnds-
albumiinin talteenottamiseksi. Lis¥ksi linkoaminen on hyvin aikaa vievd# ja aiheut-
taa tydokustannuksia sekd kovaa melua. Cohn-menetelmissd (kts. vastaavaa saksalaista
hakemusjulkaisua 2 415 079) on vdlttimdtdntd erottaa suspensio, jonka muodostavat
saostetut globuliinit ja liukoinen albumiini. Kokeet ovat osoittaneet, ettd Cohn-

menetelmien mukaiset suspensiot eivit ole helposti suodatettavissa,

On kokeiltu erilaisia suodatusmenetelmid kylm#ssd etanolijakotislauksessa saatujen
saostettujen proteiinien poistamiseksi. Saatujen kokemusten mukaan nd#itd sakkoja
ei taloudellisesti voida suodattaa. Tdmd johtuu ilmeisesti aineen erikoisesta ra-
kenteesta. Tdstd kokemuksesta huolimatta on kdytetty erilaisia suodatusmenetelmid,
koska on havaittu, ettd globuliinit, jotka saadaan kuuma-etanolisaostuksella, ero-

avat huomattavasti niistd, jotka on saatu kylmisaostuksella.

Julkaisussa Vox Sang. 23: 12-25 (1972) on kuvattu plasmafraktiointia, jossa prote-
iinit erotetaan kylmdetanolifraktioinnilla. Tdll8in tuote ei kuitenkaan ole tidysin

puhdas joten se on edelleen puhdistettava jdlkik#sittelyvaiheessa.

Monivaiheista plasmafraktiointia on mydskin kuvattu julkaisussa Vox Sang. 31:
141-151 (1976). Fraktiointi on monivaiheinen ja soveltuu ldhinnd laboratoriokdyt-

téon.

Monivaiheinen suodatusmenetelmid 100 Z:sesti puhtaan albumiinin erottamiseksi on
myoskin kuvattu suomalaisessa patenttijulkaisussa 52 868 sekd julkaisussa Proc.
Biochem. 1975, Sept. 11-14.

Nyt on yllidttiden havaittu, ettd 100 Z:sesti puhdasta albumiiniliuosta voidaan yk-
sinkertaisesti ja suuremmassa mittakaavassa valmistaa siten, ettd saostunut globu-
liini ja mahdollisesti muut plasmaproteiinit erotetaan lietesuodattamalla suspen-
siokudossuotimilla, joiden silmukkakoko on 20-200 mikrometrid ja kdyttdmdlld saman-

aikaisesti piihappo-sudatusapuainetta.

Lietesuodatus on sindnsid tunnettu. Se tapahtuu tavallisesti suodattimessa, joka
oleellisesti muodostuu suljetusta paineastiasta, johon keskitetysti pyériville
ontolle akselille on sovitettu pydredt suodatuselimet, jotka ovat toistensa suun-

taisia joko vaakasuorassa tai pystysuorassa asennossa. Suodatuselimet on tavalli-
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sesti varustettu metallikudoksella.

Suodattavaan aineeseen lisitty suodatusapuaine annostellaan jitteiden sameuden ja

luonteen mukaan.

Suodatuselimien pddlle kerddntynyt suodos lietetddn pySrittidmdlli suodatuselimii

ja vastahuuhtelemalla ne. JddnnSkset poistetaan lietteeni.

Lietesuodatus tarjoaa esilld olevassa tapauksessa yllidttdvii etuja muihin suodatus-
menetelmiin nihden, jotka vaativat pitki# suodatusaikoja, eivitkd ole sen edulli-
sempia kuin aikaa vievdt linkoamismenetelmdt. On kokeiltu seuraavia suodatusmenetel-
mid ja suodattimia: selkeytyssuodatus hiili- ja asbestilevysuodattimilla, suodatus-
kerrokset selluloosa-alustan pddlld; lasikuitusuodattimet, varsinkin sintrattu lasi.
Kidytetyt suodattimet johtavat liian pitkiin suodatusaikoihin, suodatuslaitteiden
tukkeutumiseen ja epdtyydyttdviin suodatustuloksiin kuten sameisiin suodoksiin. Ai-
noastaan kdytettdessd lietesuodatinta on mahdollista aikaansaada kirkkaita suodoksia,

joita ei vdlttimittd endd tarvitse uudelleen suodattaa lisdkirkastusta varten.

Erityisen edullinen suodatustulos saadaan suodatinelimilld, joiden silmukkakoko on
70-90 um. T&1l4d silmukkakoolla saadaan optimi tulos miti suodatusmdiriin ja laatuun

tulee ja jolloin tarvitaan kulloinkin ainoastaan yksi suodatusvaihe.

Jotta suodatuspinta olisi riitt#vid suodatusta varten on monissa tapauksissa edullis-
ta suorittaa primddriliettiminen neutraalilla nesteellid suodatuselimen pi#illystidmi-
seksi noin 0,5 cm paksulla kerroksella suodatusapuainetta. Suodatusapuaineiksi so-
veltuvat tavalliset kaupalliset tuotteet. Niiden ohelle soveltuvat mySskin tunne-
tut selluloosasuodatusaineet, jotka kuitenkin ovat teholtaan heikompia. Niilli
voidaan kuitenkin saada monia tapauksia varten tarpeeksi hyvid tuote. On sopivaa

esipaisuttaa suodatusapuaine.

Edullisessa prosessissa kdytetdin plasmaproteiinina noin 4-6-prosenttista suspensio-
ta, johon sekoitetaan 20-70 g piimaasuodatusapuainetta litraa kohti. Sen jidlkeen td-
mé suspensio suodatetaan. Alemmat proteiinipitoisuudet edellyttdvidt mahdollisesti

pienempid suodatusapuainemdirii.

Jotta mySskin jdtelietteessd oleva albumiini saataisiin talteen, voidaan lietesuoda-
tusta kdyttdd jdlkisuodatuksessa kun puhdistus on ensin suoritettu linko- ja vasta-
huuhtelupuhdistuksen tai kiertokulkumenetelmidi seuraavan selkeyttdmisen jdlkeen.

Saannon suurentamiseksi voidaan ty&skennelli paineessa 400 ; 250 kPa ilman suodatus-

tehokkuuden vihenemisti.
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Keksint8d selitetdidn seuraavissa esimerkeissi. Molemmissa esimerkeissi kdytetddn lidh-
tbaineena erilaista suspensiota., Esimerkissi 1 l#hdetd#n suspensiosta, joka on saa-

tu saksalaisen hakemusjulkaisun 2 415 079 mukaisella menetelmilli.
Esimerkki 1

Ihmisen verestd erotetaan kiintedt aineosat (verisolut ja verihiutaleet) ja poiste-
taan hyytymistekijdt., LihtSliuos sisdltdd noin 5 - 6 % plasmaproteiinia. Saksalai-
sessa hakemusjulkaisussa 2 415 079 esitetyn menetelmdn mukaan hyytymistekijd VIII
ja fibriinit poistetaan kryoetanolilaskeuttamisen avulla. Protrombiinikompleksi
poistetaan absorption avulla. T#m# veriplasma on HBAg-negatiivinen, jolla on taval-
liset transaminaasiarvot eikd se sis#lld mitddn ndkyvdd hemoglobiinia. Veriplasma-
liuokseen lisit#din natriumkaprylaattiia siksi, kunnes sen pitoisuus liuoksessa on
0,004 moolia. Tidtd seosta, johon on lisdtty noin 9 7 etanolia, kuumennetaan pH-ar=-
vossa 6,5. Tdmd pH-arvo aikaansaadaan lis#dmi#lld 0,5 n HCl:d44. Limpotila kohotetaan
tasaisesti noin kolmessa tunnissa 68°C:seen. Sen jélkeen neste jidhdytetddn lidmpo—
tilaan 10°C. Ulkovaipalla jddhdytettdvissd puhdistussuodatinlingossa kidsitelldidn

suspensiota edelleen lidmpdtilassa 10°C. Saatu liuos sisdltH4 noin 2-2,5 7 albumiinia.

Piirustuksessa on esitetty periaateluonnos laitteesta 1dhtSliuoksen kidsittelemisek-
si. Koko laitteiston keskeisend laitteena on kaksiseindinen suodatusastia 20, jossa
voidaan sekd kuumentaa ettd ja#hdyttdd. Astian tilavuus on noin 220 litraa ja suo-
datuspinta noin 3 mz. Pybredt suodatuselimet (suodatuslevyt) 22 on yhdistetty kes-
keisen pydritettdvin onton akselin 21 kanssa silli tavalla, ettd suodos, kun se on
kulkenut suodatuspinnan ja jokaista suodatuselintd peittidvidn suodatusviliaineen ld-
pi virtaa keskiakselia kohti ja imet3#n sen kautta pois sekd lasketaan johdon 23 ja
selkeytysventtiilin 8 kautta selkeytyssdilitdn. Suodatuselimet on varustettu metal-
lipunoskudoksella. Suodatusapuaine ja saostunut globuliini poistetaan suodatusjak-
sojen vdlilld keskipakoisesti linkoamalla suodatuselimistd ja pestddn l-prosentti-
sella NaCl-liuoksella niin, ettd suodatin on jdlleen valmis seuraavaa kiertojaksoa

varten.

Suodattamaton ldhtdliuos pidetdidn sdilidssd 24 suspensiona jatkuvasti sekoittaen (se-
koituslaite 3)., Pumpun 2 vdlitykselld lidhtSaine johdetaan venttiilin 10 ja kahden
syottoventtiilin 11, 12 kautta suodatusastiaan 20. TZhdn astiaan voidaan sydttdi

paineilmaventtiilin 5 kautta paineilmaa.

Aluksi suodatuselimet pddllystetddn tislattuun veteen lietetyll# apuaineella kp
Celite 545 (tavaramerkki piimaa-apuaineelle) 500 litrassa vettd noin 0,2 cm:n pak-

suisen primdirisuotimen aikaansaamiseksi normaalipaineessa. Sen jdlkeen 500 litraan
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albumiinipitoista suspensiota sekoitetaan 25 kp Celite 545. Seos johdetaan sameutus-
sdilidstd suodatuskattilaan ja painetaan ylipaineessa 2 baaria elimien 22 suodatus-
pintojen ldpi. Ennen suodatetun nesteen johtamista selkeytyssdilitin, neste johdetaan
nk. kiertomenetelmissi vield suodatuselimien ldpi, kunnes tarkastelulasissa 25 suodos
ndyttdd riittidvin kirkkaalta. Sen jdlkeen suodos johdetaan venttiilin 8 kautta selkey-

tyssidilidon.

Kun albumiinipitoinen liuos on ldpdissyt suodattimen, sen lipi pumpataan l-prosent~
tista vesipitoista keittosuolaliuosta. Tim#n liuoksen m#dr3d on suunnilleen yhtd

suuri kuin puolet panosmdiridn tilavuudesta.

Ldpivirtausmddrd on noin 150 litraa tunnissa. Suodoksen proteiinipitoisuus proses-
sin alussa on noin 2,5 %, kun taas loppupitoisuus on noin 0,05 Z. Saatu liuos on
kirkas ja sen proteiinipitoisuus on noin 1,5 7 (albumiini) sekd osmolaliteetti noin
1000 mosm.

Sen jdlkeen kirkas suodos jakosuodatetaan kdyttiden Millipore Pellicon kasettijirjes-
telmdd (suodatuspinta noin 0,9 mz, valmistaja Millipore GmbH, Neue-Isenburg, Saksa)

siksi, kunnes 25-prosenttinen proteiiniliuos, jonka osmolaliteetti on vdlilld 100-200
mosm, on saavutettu., Lipivirtausnopeus menetelm#n alussa on noin 5-6 litraa suodosta

minuutissa. Toistosuodatus suoritetaan kdyttiden dialyysikalvoa.

Suodatuspuhdistus tapahtuu pydrittim#lld suodatuselimid kdyttOmoottorin 1 vilityk-
selld ja poistamalla liete poistoventtiilin 9 kautta. Venttiilin 4 kautta poistet-

tu aine voidaan vield kerran liettd#d ja suodattaa.

Neste ei ensimmiisen suodattimen ldpikulun jdlkeen osoita Tyndall-ilmiSti ja se on
vesikirkas. Neste on kdytdnnSllisesti katsoen vapaa sivuaineista, kuten lipideista
ja proteiini-epdpuhtauksista., Neste voidaan mydskin vdlittOmdsti johtaa albumiini-
rikastukseen ja sitd seuraavaan suodatusprosessiin. Albumiinirikastus on sinidnsid

tunnettu ja esitetty mainitussa saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2 415 079.
Keksinnon mukaisessa menetelmissd suoritetaan seuraavat vaiheet:

Plasma, 600 kg
sisdltdd: 33,6 kg proteiinia, josta 18,48 kg albumiinia (= 55 Z)
l. + 9 % etanolia

+ 0,004 M natriumkaprylaattia

+ HC1 (pH 6,5)
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2. Kuumasaostus: 30 minuuttia, 68°C

3. + HC1l, pH 4,4

4, Lietesuodatus

Suodos

S. Toistosuodatus (vikevdiminen ja dialyysi)
6. + NaOH, pH 7

7. Kirkastus

Albumiiniliuos sisdltdd 17,2 kg albumiinia (saanto 93 %)
Esimerkki 2

Istukka-uutteesta poistetaan aluksi trikloorietikkahapolla hemoglobiini. Sen jdlkeen
proteiinipitoinen j#idnnds kuumennetaan pH-arvossa 6,5 limp&tilaan 68°C., Jadhdyttd-
misen ja pH-arvoon 4,4 sditdmisen jdlkeen lisi#m#ll4 0,5 n-HCl sekoitetaan 100 lit-
raa saatua nestettd 3 kp:n kanssa suodatusapuainetta (suodatusapuaineena on Hyflo-

Super-Cel, tavaramerkki piimaa-suodatusapuaineelle).

Lémpbtilassa 18% ja paineessa 4 baaria neste johdetaan jo selitetyn lietesuodatti-
men 1ldpi, jonka silmukkakoko on 70 um. Témdn jélkeen toimitaan ilman primddrilie-
timistd. Neste kierritetdin niin kauan, kunnes se tarkastuslasissa on kirkas eiki
osoita Tyndall-ilmiStd. Tdmin jdlkeen tunnetuilla menetelmilld nesteessd oleva albu-

miini saatetaan haluttuun vidkevyyteen.

Kun nesteen kokonaismiiri on kulkenut lietesuodattimen 14pi se pestddn 0,9-prosent-
tisella NaCl-liuoksella. MySskin t#118in saatu neste on kirkas ja sisdltdid vield
noin 0,5 - 20 Z albumiinia. Se voidaan mySskin vdlittomldsti johtaa albumiinin vié-

kevoimiseen, kuten on esitetty saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2 415 079.

Lietteen suodatus voidaan suorittaa mySskin ilman prim##riliettdmistd. Suodatuseli~
mien puhdistus tapahtuu vastavirtahuuhtelulla, jossa suodatuselimet saatetaan pyd-

rimddn ja jdinndkset poistetaan lietteend.

Kdytettdessd riittivdd mddrdd pesunestettd (tislattua vettd tai NaCl-liuosta) voi-
daan saavuttaa albumiinimd#irin saanto aina noin 96 7. Muissa erotusmenetelmissi,
kuten esimerkiksi linkoamistekniikassa, saadut liuottimen : kiintoaineen tiheys-
suhteiden muutoksesta johtuvat suuret suspensiomddridt voidaan vdlttdd jédlkisuoda-
tuksella, sen jilkeen kun laitteessa oleva liuos on puhdistettu joko vastavirta-
huuhtelulla tai kierrdtysmenetelmidd seuraavalla selkeyttdmiselldd. Suodatuksesta
ennen laimennetun albumiiniliuoksen edelleen kdsittelyd voidaan luopua liuoksen

suuren puhtauden johdosta.
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Kiinteiden aineiden erottaminen on limpdtilasta riippumaton. Suodatusnopeus muuttuu
nousevan ja alenevan limpStilan mukana ainoastaan vdhdn ja voidaan jdtt#d huomioon-
ottamatta. Tavalliseen tapaan pH-arvoon 4,4 happamaksi tehty, kuumakdsitelty plasma
johdetaan huoneen limpStilassa erottamista varten ulkovaipalla jd#hdytettdvddn puh-
distussuodatinlinkoon. Suodatusmenetelm# voi tapahtua mydksin muissa lémpdtiloissa.
Kokeet ovat osoittaneet, ettd limpdtila—-alueella 4 - +40°C tyoskentelyalue on mah-

dollinen. Suodatuspaine voidaan melkein paineettomasti tapahtuvan primddriliettédmi-
sen jdlkeen kohottaa arvoon 4,0 ; 2,5 baaria. Tdst# tuloksena oleva suodatusteho

on noin 150 litraa suodosta/mzlh. Edullisiksi suodatusapuaineiksi ovat osoittautu-

neet varsinkin piimaat.

Esimerkeissd mainitut midrdt ovat vaihdeltavissa kulloinkin suodatusmidrdn mukaan.
Kokeita on suoritettu menestyksellisesti seki pienissd tilavuuksissa (noin 10 lit-

raa) kuin mySskin suurissa s#ilidissd (moin 500 litraa).
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Patenttivaatimus

Menetelmd saostuneiden plasmaproteiinien erottamiseksi albumiinipitoisesta suspen-—
siosta valmistettaessa puhdasta albumiinia ihmisen veriplasmasta, josta hyytymis-
tekijdt on poistettu, ldmpSkidsittelemdlld plasma-albumiinia stabiloivien yhdistei-
den ldsniollessa ja neutraalilla pH-alueella, sek# sitd seuraavalla jddhdytykselld
pH-arvoa alentaen arvoon 4 ja erottamalla muodostunut sakka, joka p#idasiassa sisdl-
tdd globuliinia, jolloin plasman limpdkisittely suoritetaan noin 7 - 12 Z:sen al-
koholin lidsndollessa ja limpbtilassa 60 - 75°C, tunnettu siitd, ettd sa-
ostuneen globuliinin ja mahdoilisesti muiden plasmaproteiinien erotus suoritetaan
lietesuodattamalla kudossuotimilla, joiden silmukkakoko on 20 - 200 mikrometrid,

ja kdyttimdll4d samanaikaisesti piihappo-suodatusapuainetta.

Patentkrav

Forfarande £6r separering av utfidllda plasmaproteiner ur en albuminhaltig suspension
vid framstdllning av rent albumin ur humanblodplasma, ur vilken koaguleringsfaktorer
avligsnats, genom virmebehandling av plasma-albumin i nirvaro av stabiliserande
foreningar och inom det neutrala pH-omradet, och efterftljande avkylning under ‘
s88nknirg av pH-virdet till 4 och separering av den bildade fdllningen, som i huvudsak
innehdller globulin, varvid plasmans virmebehandling utfdres i ndrvaro av 7 - 12 Z:ig
alkohel vid 60 - 75°C, kinnetecknat dirav, att det utfillda globulinet
och eventuella andra plasmaproteiner separeras genom slamfiltrering med vivfilter

med en maskstorlek av 20 - 200 mikrometer och genom samtidig anvidndning av kiselgur-

filterhjdlpmedel.
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