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Keksint8 koskee menetelm#d sellaisen Lys-plasminogeenin val-
mistamiseksi, jonka spesifinen aktiivisuus on v8hint&&n 17.5
kaseinolyyttistd yksikkséd/mg proteiinia ja vd&hint#dn SO
umol/g proteiini-typped ja jonka elektroforeettinen aktiivi-
suus on v&hint&dn 90 %, jonka menetelmdn mukaan plasminogee-
ni adsorboidaan plasmasta, plasminogeenipitoisesta fraktios-
ta tai kudosviljelystd puhdistusta varten immobilisoituun
lysiiniin, eluoidaan ja otetaan talteen eluaatista proteiini-
saostusaineella, n&in puhdistetun plasminogeenin liuos ase-
tetaan plasmiini-aktiivisuuteen, joka on kromogeenisen subs-
traatin H-D-valyyli-L-leusyyli-L-lysiini-p-nitroanilidi-
dihydrokloridin suhteen 0,005 - 0,2 pymol/ml min., etenkin
0,01 - 0,1 umol/ml min, pidet&&n +1° - +20°C:ssa, etenkin
+4° - +12°C:ssa 6 - 60 tunnin ajan, etenkin 15 - 50 tunnin
ajan plasminogeenin konvertoimiseksi entsymaattis-proteo-
lyyttisesti Lys-plasminogeeniksi, mink# j#lkeen entsyymin
vaikutus katkaistaan ja Lys-plasminogeeni eristet##n.



Uppfinningen avser ett fdrfarande f&r framstdllning av Lys-
plasminogen med en specifik aktivitet av &tminstone 17,5 ka-
seinolytiska enheter/mg protein och med &tminstone 50 umol/g
protein-kvave 4vensom med en elektro-foretisk renhet av &t-
minstone 90 %, enligt vilket f¥rfarande plasminogen adsorbe-
ras f8r rening fran plasma, en plasminogenhaltig fraktion
eller en v#vnadskultur p3 immobiliserat lysin, den elueras
och utvinnes fran eluaten med ett proteinutfallningsmedel,
en_iésning av den s3 renade plasminogen inst&lles pa en
plasminaktivitet, som i f¥rhdllande till det kromogena
substratet H-D-valyl-L-leucyl-L-lysin-p-nitroanilid-dihydro-
klorid ligger inom omrddet av 0,005 - 0,2 umol/ml min, i
synnerhet mellan 0,01 och 0,1 umol/ml, l8sningen hdlles vid
en temperatur av +1°* - +20°C, i1 synnerhet +4°* - +12°C under
en tid av 6 - 60 timmar, i synnerhet 15 - 50 timmar f8r att
uppnd en enzymatisk-proteolytisk omvandling av plasminogen
till Lys-plasminogen, varefter enzyminverkan avbrytes och
Lys-plasminogen isoleras.
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Menetelmd Lys-plasminogeenin valmistamiseksi

Keksinndn kohteena on menetelmd Lys-plasminogeenin valmista-
miseksi, jonka spesifinen aktiivisuus on v#&hint#%n 17,5 ka-

seinolyyttistd yksikk848/mg proteiinia ja v&hint4%n 50

umol/g proteiini-typpe# ja jonka elektroforeettinen puhtaus

on vdhintddn 90 %, jolloin plasminogeeni adsorboidaan plas-

masta, plasminogeenipitoisesta fraktiosta tai kudosviljelys-
td puhdistusta varten immobilisoidussa lysiiniss¥8, eluoidaan
ja otetaan talteen eluaatista proteiinisaostusaineella.

Lys-plasminogeeni on kirjallisuudessa k&ytetty yhteisnimitys
luontaisen plasminogeenin (= Glu-plasminogeenin) proteolyyt-
tisesti muunnetuille muodoille, jotka saadaan t&st& lohkai-
semalla polypeptidi NHp-p##tteestd. Lys-plasminogeenin ny-
kyisin tunnettujen lajien N-terminaaliseksi aminohapoksi on
osoitettu tdhdn menness¥ lysiini, metioniini ja valiini.
Glu-plasminogeenin molekyylipainoksi esitet#&n kirjallisuu-
dessa 90.000 - 94.000 ja Lys-plasminogeenin molekyylipainok-
si n. 80.000.

Fibrinolyyttisen tapahtuman suhteen Lys-plasminogeeni eroaa
Glu-plasminogeenistd ennen kaikkea kahdessa kohdassa: Lys-
plasminogeenilld on korkeampi sitoutumisaffiniteetti trom-
bien fibriiniverkon suhteen ja se voidaan aktivoida monta
kertaa nopeammin plasmiiniksi (esim. urokinaasilla). Molem-
mat ominaisuudet parantavat fibrinolyysin tehokkuutta ja
ovat syynd siihen, ettd Lys-plasminogeeni¥ k#ytet##n mie-
luummin tromboositerapiassa.

Ldht8aine Lys-plasminogeenin talteenottamiseksi on plasman
Cohn-III-fraktio tai itse plasma. Kirjallisuudessa esitetyt
menetelmdt koostuvat useista menetelmivaiheista, jotka k&-
sittdvdt mm. uuttamisia, adsorptioita ja saostuksia. N-
terminaalisen polypeptidiketjun lohkaisu ja muunto Lys-plas-
minogeeniksi suoritetaan joko suunnatusti eristetyss& Glu-
plasminogeenissd tai se tapahtuu eristys- ja puhdistusvai-
heiden kuluessa l&sn#olevan proteolyyttisen aktiivisuuden
johdosta.
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P. wallen ja B. Wiman [Biochem. Biophys. Acta 221, 20 - 30
(1970)] eristdvit plasminogeenin siten, ettd pesty Cohn III-
sakka uutetaan ja uute saostetaan metanolilla ja ammonium-
sulfaatilla pH-arvossa 4,8. T8m4 tuote sis¥1t¥8 0,5 - 1,9 %
spontaania proteolyyttistad aktiivisuutta, mik3 johtuu plas-
miinin aiheuttamasta ep#puhtaudesta. Aprotiniinin lisdyksen
j4lkeen lisdpuhdistus tuottaa geelisuodatuksella ja adsorp-
tiolla/eluoinnilla anioninvaihtimessa plasminogeenin, joka
sis&1t34 p44dasiassa glutamiinia N-terminaalisena aminohappo-
na ja jonka spontaani proteolyyttinen aktiivisuus on 0,1 -
0,3 %. Viimeistely lisd&mattd aprotiniinia tuottaa tuote-
seoksen, jonka spontaani proteolyyttinen aktiivisuus on 4 %
ja joka sisdltdd lysiinid, valiinia, mutta my8s metioniinid
ja glutamiinia N-terminaalisena aminohappona.

E. E. Rickli ja P. A. Cuendet [Biochem. Biophys. Acta 250,
447 - 451 (1971)] immobilisoivat lysiinin polyakryyliamidi-
geelissd ja k#yttavdt tata geelid plasminogeenin eristdmi-
seksi plasmasta. Fosfaattipuskurilla suoritetun pesun j&l-
keen eluoidaan puskurilla, joka sisdltdd 0,5 mol/l 6-amino-
kapronihappoa. Lis&8&mdlld ammoniumsulfaattia saostetaan
plasminogeeni eluaatista ja liuotettu sakka dialysoidaan
NaCl-Tris-lysiinid tai fosfaatti-NaCl-puskuria vastaan. N-
terminaalisena aminohappona voidaan osoittaa ainoastaan glu-
tamiini.

D. Collen ja avustajat [Thromb. Res. 7, 515 - 529 (1975)]
esittdv&t samoin menetelm#n plasminogeenin valmistamiseksi
affiniteettikromatografian avulla lysiini-agaroosilla plas-
masta tai vast. Cohn III-sakasta 1is448m#1148 aprotiniinia
tai ilman t#t4 lisdyst&. Plasmasta otetaan siten talteen
aprotiniinilla puhdas Glu-plasminogeeni, ilman aprotiniinia
tuote sis#lt34 pieni8 m#&rid proteiineja, joissa on Lys ja
val N-terminaalisena aminohappona. Cohn III-sakasta eristet-
tiin ilman aprotiniinilis#yst# valmiste, jonka spontaani
proteolyyttinen aktiivisuus (13sn¥olevan plasman aiheuttama)
oli 0,1 - 1 %. Lis#ttdessHd 25.000 - 50.000 KIU aprotinii-
nia’/kg Cohn III-sakkaa ja 5 KIU/ml pesu- ja eluointiliuok-
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siin spontaani proteolyyttinen aktiivisuus oli alle 0,1 %,
Glu- ja Lys-plasminogeenin erotus tapahtui ioninvaihtokroma-
tografialla DEAE-Sephadex A-50:ss4.

H. Clayes ja avustajat [Thromb. Res. 3, 515 - 523 (1973) ja
Biochim. Biophys. Acta, 342, 351 (1974)] uuttavat plasmino-
geenin Cohn III-sakasta fosfaattipuskurilla (0,1 mol/1, pH
7,4), Jjoka sis&ltd4 10 KIE aprotiniinia/ml. Adsorboidaan ly-
siini-agaroosissa ja pest##n fosfaattipuskurilla, mink4 jdl-
keen eluoidaan puskurilla, joka sis#lts4 6-aminokapronihap-
poa (0,2 mol/l) ja aprotiniinia (20 KIU/ml). N#in eristetyn
plasminogeenin spotaani proteolyyttinen aktiivisuus on n.
0,4 % ja N-terminaalisena aminohappona on Glu:n lis#ksi my&8s
Lys ja pieni m8&rd val:ia ja Met:i4. Viimeistelt&fess4 plasma
saman menetelm&n mukaisesti N-terminaaliseksi aminohapoksi
todetaan ainoastaan Glu, spontaani proteolyyttinen aktiivi-
suus on alle 0,1 %. Edelleenpuhdistus tapahtuu geelisuodat-
tamalla (Sephadex G-150) ja ioninvaihtokromatografialla
(DEAE-Sephadex A-50). Lis#tt#dessH aprotiniinia (400 KIU/ml1)
ennen edelleenpuhdistusta eristet##n k&ytt#m#114 l#htSainee-
na my8s Cohn III-sakkaa lopputuote, jonka spontaani proteo-
lyyttinen aktiivisuus on alle 0,1 % ja jossa on Glu N-termi-
naalisena aminohappona. Glu-plasminogeenin muunto Lys-plas-
minogeeniksi onnistuu tekij®ille inkuboimalla plasmiinin
kanssa (plasminogeeni/plasmiini 200:1 - 20:3) 37°C:ssa ja se
pPysdytet&&n lisd8m&lld trikloorietikkahappoa tai aprotinii-
nia.

Kaikissa ndiss# menetelmiss# on haittoja, koska ne joko ei-
vdt sovellu Lys-plasminogeenin erist#miseen suuressa mitta-
kaavassa, koska ne k3sittivit menetelmdvaiheita, kuten esim.
geelisuodatuksen, tai koska ne on suoritettava huoneen 1%m-
pStilassa, minkd johdosta farmaseuttinen valmiste voi saas-
tua bakteereilla. Useimmiten n&m& menetelmit johtavat myé&s

valmisteisiin, jotka sis#1t&v&t plasmiinia ja siten korkean
spontaanin protelyyttisen aktiivisuuden. Juuri t%m& on kui-
tenkin ei-toivottua terapeuttisessa k&ytd8sss, koska se vai-
kuttaa valmisteita k&ytettlessi hyytymisj&rjestelmsn proent-
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syymeihin, h#vittdd ne osittain ja siten johtaa ei-toivot-
tuihin sivureaktioihin. T&md proteolyyttinen aktiivisuus
voidaan tosin inhiboida, mutta £4118in valmistettua valmis-
tetta saastuttavat puolestaan muodostuneet inaktiiviset
kompleksit.

Keksinndn tarkoituksena on eliminoida n#mi haitat ja sen
teht4v&n4 on valmistaa Lys-plasminogeeni, jonka spesifinen
aktiivisuus on v&hint&dn 17,5 kaseinolyyttistd yksikk&d/mg
proteiinia ja vihint4%n 50 umol plasminogeenia/g typped ja
jonka elektroforeettinen puhtaus on vihint&4n 90 %, jolloin
plasminogeeni adsorboidaan plasmasta, plasminogeenipitoises-
ta fraktiosta tai kudosviljelystd puhdistusta varten immobi-
1isoidussa lysiiniss&, eluoidaan ja otetaan talteen eluaa-
tista proteiinisaostusaineella.

Keksinndn mukainen tehtdvé ratkaistaan siten, ett# n#&in puh-
distetun plasminogeenin liuos sdsdetd4n plasmiiniaktiivisuu-
teen, joka on kromogeenisen substraatin H-D-valyyli-L-leu-
syyli-L—lysiini—p-nitroanilidi—dihydrokloridi suhteen 0,005
- 0,2 ymol/ml min., etenkin 0,01 - 0,1 pymol/ml min, pidetddn
+1° - +20°C:ssa, etenkin +4° - +12°C:ssa 6 - 60 tunnin ajan,
etenkin 15 - 50 tunnin ajan plasminogeenin entsymaattis-pro-
teolyyttisen muunnon aikaansaamiseksi Lys—plasminogeeniksi,
mink4 j4lkeen entsyymin vaikutus katkaistaan ja eristetddn
Lys-plasminogeeni.

Plasmiiniaktiivisuuden s44timiseksi keksinndn mukaisesti
voidaan k&yttadd plasmaattisia entsyymej8, jotka ovat serii-
niproteaasien ryhméstd. Ne k4sittiv&t plasmiinin ja plasmii-
ninkaltaisia entsyymeja. Plasmiiniaktiivisuus, joka on 0,01
- 0,1 ymol/ml min, vastaa plasminogeeni/plasmiini-suhdetta
30.000:1 - 3.000:1. T&stéa n4hds4n, ett3 Glu-plasminogeenin
proteolyyttinen muunto Lys-plasminogeeniksi suoritetaan yl-
14tt4v8n pienilld entsyymimddrillé.

Plasmiinin vaikutus plasminogeeniin katkaistaan edullisesti
1is#%m4l118 inhibiittoreita.
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K4ytt&mslls erittdin pienid md&rid plasmaattista entsyymid
keksinn®n mukaisessa menetelmiss¥ myds pienet inhibiittori-
ma4rat riitt&vat entsyymivaikutuksen katkaisemiseksi. Lisd&-
m4114 esim. 10 - 200 KIU/ml aprotiniinia tai 0,01 - 1,0 U/ml
Cl-esteraari-inhibiittoria aktiivisuutta voidaan alentaa
substraatin S 2251 suhteen arvoon 0,03 umol/ml min tai t&mén
alle. T4m& arvo on riitt#v tuotteen stabiiliuden takaami-
seksi muiden k#sittelyvaiheiden, kuten suodatuksen, j&&dy-
tyskuivatuksen ja mahdollisesti 18mp8k4sittelyn aikana, joka
tarvitaan mahdollisesti esiintyvien bakteereiden ja virusten
inaktivoimiseksi.

Plasmiinivaikutuksen rajoittamiseksi voidaan kdytt#d my&s
muita inhibiittoreita, kuten alfajz-makroglobuliinia tai
alfag-antiplasmiinia.

Keksinn®dn er&%ssi edullisessa suoritusmuodossa plasmiinin
annetaan vaikuttaa plasminogeeniin dialyysin aikana.

Keksinn®én mukaisen menetelmén er#s edullinen muunnelma l&m-
p8stabiilin Lys-plasminogeenin valmistamiseksi, jonka spesi-
finen aktiivisuus on v&hint#%n 17,5 kaseinolyyttistd yksik-
k84/mg proteiinia ja v#hint#sn 50 nmol plasminogeenid/mg
typpe8 ja jonka elektroforeettinen puhtaus on v8hintddn
90 %, veriplasmasta tai veriplasmatuotteista on tunnettu
toimenpiteiden yhdistelmdstd, jossa

a) Cohn III-fraktio (sakka) uutetaan fosfaattipuskurilla
kdytt&m&lld 18snd 0,1 - 100 KIU aprotiniinia/ml puskuri-
liuosta raakaplasminogeenifraktion valmistamiseksi,

b) raakaplasminogeenifraktio k&sitellé&én etanolilla ei-plas-
minogeeniproteiinien p##osan saostamiseksi ja poistami-
seksi uutteesta,

c) plasminogeeni eristet#sn etanolisesta liuoksesta adsor-
boimalla immobilisoidussa lysiiniss#d ja eluoimalla t&mé&én
j&lkeen, .

d) n#in puhdistettu plasminogeeni saostetaan ammoniumsulfaa-
tilla tai polyetyleeniglykolilla (PEG) ja sentrifugoi-
daan,
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e) sakka liuotetaan, liuos dialysoidaan plasmiinin l&sn#ol-
lessa, jolloin liuoksen plasmiiniaktiivisuus verrattuna
kromogeeniseen substraattiin S 2251 on 0,01 - 0,1
umol/ml min, sitten

f) katkaistaan entsyymin vaikutus 10 - 200 KIU:lla aproti-
niinia ja

g) t#m#n j&lkeen liuos lyofilisoidaan ja lyofilisaatti mah-
dollisesti l&mp8kdsitellddn.

T8m# suoritusmuoto l8htee siis Cohn III-fraktiosta (sakasta),
jolloin t#st¥ fraktiosta valmistetaan ensin uute fosfaatti-
puskurilla. T&m#& uute sis#lt#d suuria md&rid inerttejd saat-
toproteiineja, kuten esim. immunoglobuliineja ja lipopro-
teiineja, jolloin ennen kaikkea viimeksi mainitut vaikeutta-
vat huonojen suodatusominaisuuksien ja epdspesifisten vuoro-
vaikutusten johdosta affiniteettikromatografista puhdistusta
immobilisoidussa lysiinissd.

Saostamalla etanolilla voidaan poistaa suuri osa n#istd hdi-
ritsevistd saattoproteiineista.

K4ytt&m4114 14sn¥ 0,1 - 100 KIU aprotiniinia/ml puskuri-
liuosta taataan plasminogeenin stabiilius affiniteettikroma-
tografisen puhdistuksen aikana. Affiniteettikromatografian
matriisina k#ytet#sn geelis, joka sis8ltdd lysiinid ligandi-
na, etenkin lysiini-polyakryyliamidigeeli#. Adsorption j&l-
keen loput saattoproteiinit poistetaan pesemdlld - etenkin
fosfaattipuskurilla - ja t#&m&n j&lkeen eluoidaan plasmino-
geeni. T8m# affiniteettikromatografinen puhdistus voidaan
suorittaa er#n suuruuden mukaan joko pylvd#ssd tai panos-
menetelmdssd.

Kisittelem&ll4d eluaatti proteiinisaostusaineella, kuten
esim. ammoniumsulfaatilla tai polyetyleeniglykoli 4000:1lla,
saostetaan v3lituote, joka vastaa ominaisuuksiltaan kirjal-
lisuudessa esitetty#d Glu-plasminogeeni#d ja jonka molekyyli—
paino on SDS-PAGE:ssa 92.000.

Jo eritt#&in pienill# plasmiinim#&rilld t&m& vdlituote voi-
daan muuntaa fibrinolyyttisesti proentsyymiksi, jolla on
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kirjallisuudessa esitetyt Lys-plasminogeenin ominaisuudet ja
jonka molekyylipaino on SDS-PAGE:ssa 84.000.

Lisd&médlld valinnaisesti plasmiinia tai aprotiniinia puhdis-
tetun plasminogeenin (= Glu-plasminogeenin) liuoksen proteo-
lyyttistd aktiivisuutta voidaan korottaa tai alentaa, niin
ettd ylld esitetty edullinen arvo 0,01 - 0,1 ymol/ml voidaan
s4dtdd tdlld tavalla eritt¥8in yksinkertaisesti. Entsyymin
vaikutus liuoksessa katkaistaan muunnon jdlkeen aprotinii-
nilld, liuos lyofilisoidaan ja lyofilisaatti l&mp8késitel -
148n mahdollisesti.

Keksinnén mukaisen menetelm#n suorittamiseksi tarvittavia
metodeja selitetdsn seuraavassa l%hemmin.

Spontaanin protoelyyttisen aktiivisuuden mddritys kromogee-
niselld substraatilla H-D-valyyli-L-leusyyli-L-lysiini-p-
nitroanilidi-dihydrokloridi (S 2251, firma Kabi)

Periaate perustuu siihen, ett# plasmiini ja muut proteolyyt-
tiset entsyymit lohkaistaan kromogeenisestX substraatista p-
nitroaniliini, jonka vapautuminen voidaan mitata spektrofo-
tometrisesti ekstinktion kasvuna 405 nm:ss4.

Ndytteet esilaimennetaan ensin suhteessa 1:2, 1:5, 1:10 ja
1:20, jota varten kdytet&8n vesipitoista liuotinta, jonka pH
on 7,2 ja joka sis&1t#3 10 mmol/l lysiini&, 0,5 paino-% PEG
6000:ta ja 50 paino-% glyserolia. |

Kromogeeninen substraatti liuotetaan tislattuun veteen kon-
sentraatioon 5 mmol/l. Testipuskurina toimii vesiliuos, jon-
ka pH on 7,2 ja joka sis#lt&% 50 mmol/l Tris'i# ja 180
mmol/1l NaCl:4.

Maaritysta varten 0,25 ml:n naytelaimennokseen sekoitetaan
0,55 ml testipuskuria, inkuboidaan 2 minuutin ajan 37°C:ssa,
lis&t&&n 0,05 ml substraattiliuosta, mink4 j4lkeen seurataan
ekstinktion kasvua 405 nm:ss& 37°C:ssa. Aktiivisuus laske-
taan kaavan
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AE/min.-0,321-laimennustekija = pmol/ml min
mukaisesti.
plasminogeenin spesifisen aktiivisuuden médritys.
a) Kaseinolyyttiset yksik8t (CU)/mg proteiinia

T4t4 varten plasminogeeni aktivoidaan saattamalla reagoimaan
streptokinaasin kanssa plasmiiniksi, joka lohkaiseen kaseii-
nists fragmentit, jotka liukenevat trikloorietikkahappoon ja
jotka voidaan selvitt4s ekstinktion spektrofotometrisella
mittauksella supernatantissa 280 nm:ssd.

Nidytteiden esilaimennus aktiivisuuteen 0,5 - 2,5 cu/ml ta-
pahtuu vesiliuoksella, jonka pH on 9,0 ja joka sisdltéa 50
mmol/l Tris'is, 20 mmol/l lysiinid, 0,1 mol/l NaCl:d ja 1
mmol/l EDTA:ta.

Substraatti valmistetaan liuottamalla kaseiini Hammarstenin
mukaisesti (4 %) fosfaattipuskuriin (67 mmol/l, pH 7,4).

Aktivointia varten kdytet&dn streptokinaasin liuosta (2500
1E/ml) fosfaattispuskurissa yll4 esitetylld tavalla.

M33rityksen suorittamiseksi 2,0 ml kaseiiniliuosta, 1,4 ml
fosfaattipuskuria (67 mmol/l, pH 7,4), 0,4 ml ndytelaimen-
nosta ja 0,2 ml streptokinaasiliuosta sekoitetaan j&&hau-
teessa, jolloin sokkoarvoa varten pipetoidaan n8dytelaimen-
noksen sijasta puskuria. Kuumennetaan 30 minuutin ajan
37°C:ssa, sitten ndytteet laitetaan jélleen j48hauteeseen ja
lohkaisematon kaseiini saostetaan 1is##m#l1¥ 6 ml 15%:sta
trikloorietikkahappoa. Annetaan seistd v&hintdsn 30 minuutin
ajan huoneen limp8tilassa, mink4 jélkeen suodatetaan poimu-
suodattimen l#pi ja mitataan supernatantin ekstinktio sokko-
arvoa vastaan 280 nm:ss&.

Kaseinolyyttinen aktiivisuus lasketaan kaavan

Eggo ° 16.3 - laimenn. = CU/ml
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mukaisesti.

Suoritetaan kaksoism#¥rityksis kulloinkin v&hint#%%n kahdesta
erilaisesta mittausalueen puitteissa olevasta laimennukses-
ta.

Muunto spesifiseksi aktiivisuudeksi (CU/mg proteiinia) ta-
pahtuu jakamalla kaseinolyyttinen aktiivisuus proteiiniar-
volla (Kjeldahl, mg/ml).

b) Mikromooli plasminogeeni&/mg proteiini-typpe&

Tdmd mddritysmenetelmd tunnetaan nimells "Active-Site-Cross-
Titration". T&t# varten plasminogeeni aktivoidaan ensin muo-
dostamalla kompleksi streptokinaasilla. T&m# kompleksi rea-
goi p-nitrofenoli-p'-guanidino-bentsocaatin kanssa, jolloin
vapautuu p-nitrofenolia, joka m&4ritetXin spektrofotometri-
sesti mittaamalla ekstinktio 400 nm:ssi.

Kdytetddn seuraavia reagensseji:

Testipuskuri (pH = 7,7): 100 mmol/l NasHPO4 : 8
1 mmol/l 6-aminokapronihappoa
Streptokinaasi-puskuri: 30 mmol/l NaoHPO4:4
150 mmol/1 Na-glutamaattia
Titrausliuos: 2,5 mmol/l p-nitrofenyyli-p'-guanidino-bent-
soaattia kuivassa DMSO:ssa (kuivattu molekyy-
liseulan 4.10-10m 14pi)
Vakioliuos: 1,0 mg p-nitrofenolia/l ml kuivassa DMSO:ssa.
Ennen kdytt83 laimennetaan 5 ml kuivalla
DMSO:1la 100 ml:aan.

Mddrityksen suorittamiseksi 1 ml testipuskuria, 50 myl
streptokinaasiliuosta (n. 200 nmol/l) ja "V" myl ndytetts
inkuboidaan 20 - 30 minuutin ajan 25°C:ssa ja ekstinktio mi-
tataan 400 nm:ss& 2,5 minuutin kuluessa. Lis&t%%n 20 myl
titrausliuosta, sekoitetaan ja seurataan uudelleen ekstink-
tiota 400 nm:ssd. Titrausliuoksen lisdyksen j&lkeen mitattu
ekstinktion kasvu, jonka tulee olla 0,08 - 0,12, on "At"
laskennassa.
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Paljas ajo: Streptokinaasin sijasta kéytetddn streptokinaa-
si-puskuria ja niytteen sijasta 1is4t44n sama m#&r# pusku-
ria, jossa on sama suolakoostumus kuin nidytteessd. Muutoin
toimitaan samalla tavalla kuin testiajossa. Ekstinktion kas-
vu on "Ab" laskennassa.

vakio ajo: Toimitaan samoin kuin paljaassa ajossa, mutta
titrausliuoksen sijasta kdytetddn vakioliuosta. Ekstinktion
kasvu on "As" laskennassa.

Plasminogeeniaktiivisuus lasketaan kaavan:

(At - Ab) - 20 - 0,00036 ° 10 - mymol/l1
As -V

mukaisesti.

Jakamalla t#m# aktiivisuus liuoksen proteiini-typen pitoi-
suudella (Kjeldahl, g/1) saadaan plasminogeenin spesifinen
aktiivisuus arvona mymol/g proteiini-typpea.

Molekyylipainon médritys (SDS—polyakryyliamidi-geelielektro—
foreesi, SDS-PAGE)

T4ss4 menetelméssd 1is48m&11l8 SDS:44 varataan proteiinit yh-
tendisesti ja ne vaeltavat polyakryyliamidigeelissa molekyy-
1ikokonsa mukaisesti asetettaessa sdhkdjénnite. Vertaamalla
vaellusvdlid tarkistusproteiineilla tunnettuun molekyylipai-
noon voidaan m#drittda tutkittujen ndytteiden molekyylipai-
no.

suoritusta varten 47,5 g akryyliamidia ja 2,5 g N,N-metylee-
ni-bis-akryyliamidia liuotetaan vesipitoiseen puskuriliuok-
seen, jonka pH on 7,1 ja joka sis&ltdd 6 mol/l virtsa-ainet-
ta, 0,1 mol/l Tris'id ja 0,1 % SDS(natriumdodekyylisulfaat—
tia).

57 ml t&t4 liuvosta, 3 ml 0,5 % ammoniumperoksidisulfaatin
vesiliuosta ja 90 myl N,N,N',N'—tetrametyyli-etyleenidiamii—
nia sekoitetaan nopeasti kesken&8n ja tdytetddn geelin valu-
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telineeseen. Polymeroinnin jdlkeen geeli laitetaan elektro-
foreesilaitteeseen. Niytteet laimennetaan 2,5 mg/ml:n pro-
teiinikonsentraatioon liuoksella, joka sisdltd4 9 mol/1l
virtsa-ainetta ja 4,5 % SDS:84. Lisdlaimennuksen (1 + 1)
jdlkeen glyseroli-bromifenolisinelld k&ytet#d&n kulloinkin

6 ul ndytettsd. Elektroforeesia varten kdytetd#dn puskuria,
jonka pH on 7,1 ja joka sis&lt&4 0,1 mol/l Tris'i¥, 0,1 %
SDS:d4d ja 0,001 % natriumatsidia. Elektroforeesi suoritetaan
10 minuutin ajan 50 V:ssd ja t&mdn j&lkeen 3 tunnin ajan 100
V:ssd. Tdmdn jdlkeen geell v8rj&td8n tunnin kuluessa huoneen
lédmpStilassa liuoksella, jossa on 2 g Coomassie-sine8 455
ml:ssa metanolia, 455 ml:ssa vettd ja 90 ml:ssa jHi&etikkaa.
Vdrinpoisto tapahtuu seoksella, jossa on 2,5 1 metanolia,
1,0 1 jd8etikkaa ja 6,5 1 vettd.

Molekyylipainon mddritt&miseksi mitataan vaellusv#lit, jotka
ovat verrannollisia molekyylipainon logaritmin suhteen. Rin-
nakkain analysoidusta tarkistimesta selvitet#%n n#in kalib-
rointisuora, josta voidaan lukea tutkittavan n3ytteen mole-
kyylipaino.

Kun tutkittavassa n8ytteessd havaitaan useita proteiinikais-
toja, niin niiden jakaantuminen m#&ritet¥&n ekstinktion den-
sitometrisen tulkinnan avulla 601 nm:ssi.

Lysiini-polyakryyliamidigeelin valmistus

100 g Biogel P-300:a (0,15 - 0,30 mm, firman Bio-Rad polyak-
ryyliamidigeeli) annetaan turvota 2,6 l:ssa vett# 2 tunnin
ajan 47°C:ssa ja se muunnetaan hydratsidiksi saattamalla
reagoimaan hydratsiinihydraatin (1,2 1) kanssa 20 tunnin
ajaksi 47°C:ssa. Pest#d8n tislatulla vedelld, kunnes saavute-
taan pH-arvo, joka on alle 8,5 (suodatus blchner-suppilon
ldpi). Pesty geeli suspendoidaan 6 l:aan 0,3 N HCl:% ja pH
korjataan arvoon 1,1. J&&hdytet&d8n 0°C:seen ja sitten lis§-
tddn kylmd liuos, jossa on 56 g natriumnitriittis 200 ml:ssa
vettd, ja sekoitetaan 3 minuutin ajan. Lis#t44n liuos, jossa
on 730 g lysiini8 2 l:ssa vettd, ja sitten sekoitetaan vi-
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hint4%n 3 tunnin ajan korkeintaan +4°C:ssa ja pH-arvossa
9,5. T4m#n j4lkeen sekoitetaan vield 16 tunnin ajan
+4°C:ssa. Pest#3n 3 kertaa kulloinkin 20 l:1la vettd ja suo-
datetaan biuchner-suppilon 1l&pi ja sitten sekoitetaan liuok-
sen (15 1) kanssa, joka sis#1ts4 107 g/1 ammoniumkloridia
(pH 8,8), 16 - 20 tunnin ajan +4°C:ssa. T&mén j&lkeen geeli
pestdsn vedelld ja sitten vield fosfaattipuskurilla.

Keksinn¥n mukaista menetelmis selitetd8n vield l13hemmin seu-
raavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1:

1 kg Cohn III-sakkaa suspendoitiin 0°C:ssa 10 l:aan fosfaat-
tipuskuria, pH 7,4, johon oli lisitty edelld 10 KIU/ml apro-
tiniinia. J&4hdyttden -2°C:seen lisdttiin etanolia 10 %:n
loppukonsentraatioon. Sekoitettiin 15 tunnin ajan -2°C:ssa,
sitten sentrifugoitiin ja emdliuos suodatettiin selluloosaan
perustuvan syvdsuodattimen 18pi (AMF Cuno Zeta Plus 50 S).
T8m#n j&lkeen laimennettiin 5 1:11a fosfaattipuskuria ja
lisdttiin 500 g lysiini—polyakryyliamidigeelia. Sekoitettiin
tunnin ajan 0°C:ssa ja sitten plasminogeenilld kuormitettu
geeli erotettiin suodattamalla bichner-suppilon 1&pi ja pes-
tiin niin monta kertaa fosfaattipuskurilla, kunnes suodok-
sessa ei voitu havaita en#d yhtdén proteiinia. Sekoitettiin
liuoksen kanssa, jossa oli g-amino-kapronihappoa (0,1 mol/1)
fosfaattipuskurissa, ja sitten eluoitiin plasminogeeni ja
saostettiin t#msn j&lkeen 1is&&m&lld 261 g ammoniumsulfaat-
tia/kg eluaattia.

Ssentrifugoimalla talteenotettu sakka liuotettiin 32 ml:aan
isotonista fosfaatti/keittosuolapuskuria. Koska edelleenkd-
sittely keksinndn mukaiseksi valmisteeksi on riippuvainen
esitetyn aktiivisuuden omaavan plasmaattisen entsyymin, ni-
mitt&in plasmiinin l&sn#olosta, mitataan ensin liuoksen
plasmiiniaktiivisuus kromogeenisen substraatin S 2251 suh-
teen. Se oli 0,045 ymol/ml, niin ettd tidssi tapauksessa el
tarvita mit#8n korjaussi&tdd. SDS-PAGEssa voitiin osoittaa
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ennen tim#n j4lkeen tapahtuvaa dialyysid ainoastaan yksi
kaista, jonka molekyylipaino oli 92.000 (= Glu-plasminogee-
nij.

Dialysoitiin isotonista fosfaatti/keittosuolaliuosta vastaan
36 tunnin ajan 5,0°C:ssa ja sitten lisdttiin 50 KIU/ml apro-
tiniinia. Aktiivisuus substraatin S 2251 suhteen oli nyt
0,01 umol/ml min. Kaseinolyyttisen aktiivisuuden testi antoi
tulokseksi 342 CU/ml. T&m& vastaa 21,9 CU/mg:n spesifistd
aktiivisuutta proteiinipitoisuuden ollessa 15,6 g/1
(Kjeldahlin mukaisesti). Active-Site-Cross-Titration tuotti
aktiivisuudeksi 164 umol/l ja siten spesifiseksi aktiivisuu-
deksi 65,7 umol/g proteiini-typped. Dialyysin aikana SDS-
PAGEssa voitiin osoittaa proteiinin, jonka molekyylipaino
oli 92.000 (= Glu-plasminogeeni), muunto proteiiniksi, jonka
molekyylipaino oli 84.000 (= Lys-plasminogeeni). Tdmédn tuot-
teen osuus oli 98 %.

Lis&ttiin 20 mmol/l lysiini¥ ja sitten pH s#d&ddettiin arvoon
7,0 ja tim3n j&lkeen suodatettiin ja j#&dytyskuivatettiin.
Lyofilisaatin vesipitoisuus saatettiin 7,8 painoprosenttiin
ja sitten sit4 kuumennettiin 10 tunnin ajan 60°C:ssa mahdol-
lisesti esiintyvien bakteerien tai virusten inaktivoimisek-
si. Liuotettiin tislattuun veteen ja sitten steriilisuoda-
tettiin, t8ytettiin steriilin¥ ja j&&dytyskuivatettiin uu-
delleen. N#in valmistetun lopputuotteen tulokset olivat
muuttumattomia spesifisen aktiivisuuden ja elektroforeetti-
sen puhtauden testeissd verrattuna tuotteeseen, joka saatiin
v8litt®mi&sti dialyysin j&lkeen.

Esimerkki 2:

Cohn III-sakan uuttaminen, etanolisaostus ja suodatus suori-
tettiin esimerkiss4 1 esitetyll# tavalla. Laimennettiin fos-
faattipuskurilla, mink# j&lkeen liuos pumpattiin kromatogra-
fiapylv&#n 18pi, joka oli tdytetty 100 g:1lla lysiini-polyak-
ryyliamidigeeli¥. Peseminen ja eluointi suoritettiin esimer-
kiss¥ 1 esitetyill liuoksilla, mutta kromatografiapylvéds-
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s8. Saostus eluaatista ammoniumsulfaatilla ja sakan liuotta-
minen suoritettiin esimerkiss8 1 esitetylld tavalla. SDS-
PAGEssa todettiin ainoastaan yksi kaista, jonka molekyyli-
paino oli 92.000. Aktiivisuus kromogeenisen substraatin S
2251 suhteen oli 0,003 ymol/ml min. Lis&8m#l1l8 plasmiinia

se nostettiin arvoon 0,016 pmol/ml min. Dialysoitiin 43 tun-
nin ajan 7°C:ssa ja sitten lisdttiin 100 KIU/ml aprotiniinia,
mink4 j&lkeen SDS-PAGEssa havaittiin kaistan osuudeksi, jon-
ka molekyylipaino oli 84.000 (= Lys-plasminogeeni), yli 98
%. Spesifinen aktiivisuus oli 22,3 CU/mg proteiinia tai
vastaavasti 60,5 ymol/g typpeéd.

Esimerkki 3:

Cohn III-sakan uuttaminen fosfaattipuskurilla suoritettiin
aprotiniinin (2 KIU/ml) lis8yksen j&lkeen. Muu kdsittely
ammoniumsulfaatilla suoritettavaan saostamiseen ja sakan
liuottamiseen asti tapahtui esimerkissd 2 esitetylld tavalla.

Liuoksen aktiivisuus kromogeenisen substraatin S 2251 suh-
teen o0li 0,014 pmol/ml min. Dialysoitiin 22 tunnin ajan
11,7°C:ssa ja sitten lisdttiin 20 KIU/ml aprotiniinia, jol-
loin spesifinen aktiivisuus oli 20,5 CU/mg proteiinia tai
vastaavasti 56,3 umol/g proteiini-typped ja Lys-plasmino-
geenin osuus SDS-PAGEssa oli 96 %.

Esimerkki 4:

Plasminogeenin erist#&minen lysiini-polyakryyliamidigeelin
eluointi mukaanlukien tapahtui esimerkissd 3 esitetylld ta-
valla. Plasminogeeni saostettiin 1lis#&m#l113 70 g polyetylee-
niglykoli 4000:ta 350 ml:aan eluaattia. Sentrifugoimalla
talteenotettu sakka liuotettiin 15 ml:aan fosfaatti/NaCl-
puskuria. SDS-PAGEssa voitiin osoittaa ainoastaan "Glu-plas-
minogeeni", jonka molekyylipaino oli 92.000. Plasmiinin 1li-
sdyksen jHdlkeen substraatilla S 2251 mitattu aktiivisuus oli
0,01 umol/ml min; dialysoitiin 42 tunnin ajan 6,6°C:ssa ja
sitten lis&ttiin aprotiniinia (50 KIU/ml).
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Lys-plasminogeenin osuus SDS-PAGEssa oli 95 %. Spesifinen
aktiivisuus oli 23,4 CU/mg proteiinia tai vastaavasti 59,0
umol/g proteiinitypped.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd sellaisen Lys-plasminogeenin valmistamiseksi,
jonka spesifinen aktiivisuus on vadhint&&n 17,5 kaseinolyyttista
vksikkdd/mg proteiinid ja vdhintdan 50 umol/g proteiinityppea
ja jonka elektroforeettinen puhtaus on vahintdaan 90 %, jonka
menetelmdn mukaan plasminogeeni adsorboidaan plasmasta,
plasminogeenipitoisesta fraktiosta tai kudosviljelysta puhdis-
tusta varten immobilisoituun lysiiniin, eluoidaan ja otetaan
talteen eluaatista proteiinisaostusaineella,

t unnet¢ttu siitd, ettd ndin puhdistetun plasminogeenin
liuos saatetaan plasmiiniaktiivisuuteen, joka on kromogeenisen
substraatin H-D-valyyli-L-leusyyli-L-lysiini-p-nitrocanilidi-di-
hydrokloridin suhteen 0,005 - 0,2 pymol/ml min., etenkin 0,01 -
0,1 umol/ml min, pidetdan +1°... +20 °C:ssa, etenkin +4°...+12
°C:ssa 6...60 tunnin ajan, etenkin 15...50 tunnin ajan plas-
minogeenin konvertoimiseksi entsymaattisproteolyyttisesti
Lys-plasminogeeniksi, mink& jalkeen entsyymin vaikutus kat-

kaistaan ja Lys-plasminogeeni eristetaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet¢ttu
siitd, ettd plasmiinin vaikutus plasminogeeniin katkaistaan

l1isd&malla inhibiittoreita.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet¢tu
siita, ettd inhibiittoreina plasmiinin vaikutuksen rajoittami-
seksi kadytetdan aprotiniinia 10...200 KIU/ml, Cl-esteraasi-in-
hibiittoria 0,01...1,0 U/ml, alfa,-makroglobuliinia tai

alfa,-antiplasmiinia.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, t un -
nettu siitd, ettd plasmiinin annetaan vaikuttaa plasmi-

nogeeniin dialyysin aikana.

5. Yhden tai useamman patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen

menetelmid lampdstabiilin Lys-plasminogeenin valmistamiseksi
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veriplasmasta tai veriplasmatuotteista, jolloin sen spesifinen

aktiivisuus on v&hint&adn 17,5 kaseinolyyttista vksikkdd/mg

proteiinid ja vdhint&4n 50 nmol plasminogeenid/mg typped ja sen
elektroforeettinen puhtaus on vahintdan 90 %,

tunnettu seuraavien toimenpiteiden yhdistelmista, jossa

a) Cohn III-fraktio (sakka) wuutetaan fosfaattipuskurilla
kayttamdlld 14sn& 0,1...100 KIU aprotiniinia/ml puskuri-
liuosta raakaplasminogeenifraktion valmistamiseksi,

b) raakaplasminogeenifraktio k&sitell&&n etanolilla ei-plas-
minogeeniproteiinien paédosan saostamiseksi ja poistamiseksi
uutteesta,

c) plasminogeeni eristetdin etanolisesta liuocksesta adsor-
boimalla immobilisoituun lysiiniin ja eluoimalla t&aman
jalkeen,

d) ndin puhdistettu plasminogeeni saostetaan ammoniumsulfaa-
tilla tai polyetyleeniglykolilla (PEG) ja sentrifugoidaan,

e) sakka liuotetaan, liuos dialysoidaan plasmiinin l&sndol-
lessa, jolloin 1liuoksen plasmiiniaktiivisuus verrattuna
kromogeeniseen substraattiin H-D-valyyli-L-leusyyli-L-
lysiini-p-nitroanilidi-dihydrokloridi on 0,01...0,1 umol/ml
min sitten

f) katkaistaan entsyymin vaikutus 10...200 KIU:114 aprotiniinié
ja

g) tamdn jdlkeen liuos lyofilisoidaan ja lyofilisaatti mah-

dollisesti lampdkasitell&dén.
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Patentkrav:

1. Férfarande for framstdllning av Lys-plasminogen med en
specifik aktivitet av Atminstone 17,5 kaseinolytiska enheter/mg
protein och med dtminstone 50 umol/g proteinkvave dvensom med
en elektroforetisk renhet av atminstone 90 %, enligt vilket
fdrfarande plasminogen adsorberas fér rening fran plasma, en
plasminogenhaltig fraktion eller en vévnadskultur pa immobi -
liserat lysin, den elueras och utvinnes fran eluaten med ett
proteinutféllningmedel, k annetecknat avatt en
14sning av den sa renade plasminogenen instdlles pa en plas-
minaktivitet, som i foérhallande till det kromogena substratet
H-D—valyl—L—leucyl—L—lysin—p—nitroanilid—dihydroklorid ligger
inom omradet av 0,005 - 0,2 pmol/ml min, i synnerhet mellan
0,01 och 0,1 pmol/ml min, 16sningen hdlles vid en temperatur pa
+1°...420 °C, i synnerhet +4°...+12 °C under en tid av 6...60
timmar, i synnerhet 15...50 timmar f&6r att uppnd en enzymatisk-
proteolytisk omvandling av plasminogen till Lys-plasminogen,

varefter enzyminverkan avbrytes och Lys-plasminogen isoleras.

2. Forfarande enligt krav 1, k annetecknat avatt
inverkan av plasmin pa plasminogen avbrytes genom tillsattning

av inhibitorer.

3. Forfarande enligt krav 2, kannetecknat av att
som inhibitorer £ér begrédnsning av plasmininverkan anvands
aprotinin i en mangd av 10...200 KIU/ml, CI-esteras-inhibitor
i en mangd av 0,01...1,0 U/ml, alfa,-makroglobulin eller alfa,-

antiplasmin.

4. Fodbrfarande enligt krav 1 eller 2, kannetec knat
av att plasmin far inverka p& plasminogen under genomfdrandet

av en dialys.

5. Forfarande enligt ett eller flera av kraven 1 - 4 for
framstallning utav blodplasma eller blodplasmaprodukter av

varmestabil Lys-plasminogen med en specifik aktivitet av
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atminstone 17,5 kaseinolytiska enheter/mg protein och &tminsto-

ne 50 nmol plasminogen/mg kvive samt en elektroforetisk renhet

av atminstone 90 %, k & nnetecknat av féljande
kombination av atgdrder, varvid

a) en Cohn 1III -fraktion (utfdllning) extraheras med en
fosfatbuffert i ndrvaro av 0,1...100 KIU aprotinin/ml
buffertldsning fér framstdllning av en rdplasminogenfrakti-
on,

b) raplasminogenfraktionen behandlas med etanol f&r utfiallning
av stérsta delen av icke-plasminogenproteinerna och foér
avlagsning av dessa fran extraktet,

c) plasminogen separeras frdn den etanolhaltiga l&snigen genom
adsorption i immobiliserat lysin och didrpaféljande eluering,

d) den sa renade plasminogenen utfédlles med ammoniumsulfat
eller polyetylenglykol (PEG) och centrifugeras,

e) utfdllningen uppldses och ldésningen dialyseras i ndrvaro av
plasmin, varvid lésningens plasminaktivitet i jamfdérelse med
det kromogena substratet H-D-valyl-L-leusyl-L-lysin-p-
nitroanilid-dihydroklorid ligger inom omrddet 0,01...0,1
pumol/ml min, varefter

f) enzyminverkan avbrytes med 10...200 KIU aprotinin, och

g) lésningen lyofiliseras och lyofilisatet eventuellt virmebe-

handlas.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

