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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint& koskee rucansulatuslipaasin val-
mistusmenetelmdd. Kaniinien ja hevosten
vatsalaukuille suoritetaan uuttaminen
happamassa vesipitoisessa vdliaineessa,
lipaasiuute suolataan ulos lisd&milli
vesiliukoista suolaa, minkd jdlkeen suo-
ritetaan suodatus molekyyliseulalla ja
ioninvaihtokromatografinen erotus, tal-
teen otetaan eluointifraktio, joka
sisdltdd lipaasin.

Keksinndn mukaista tuotetta voidaan
kdyttdd lddkeaineena rasva-aineiden

huonoa absorptiota parantamaan.

Uppfinningen avser ett fdrfarande f&r
framstdllning av gastriskt lipas. Magar
av kaniner eller histar underkastas
extraktion medelst ett surt vattenme-
dium, lipasextraktet saltas ut genom
tillsdttning av vattenldsliga salt,
varefter f&ljer filtrering medelst en
molekyldrsil och separation under anvin-
dande av jonbytarkromatografi och en
eleuerad fraktion, vilken innehaller
lipaset, uppsamlas.

Produkten enligt uppfinningen kan anvin-
das som lékemedel vid bekdmpningen av
otillfredsstdllande absorption av
fettamen.
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Menetelmd lipaasiuutteiden ja lipaasin valmistamiseksi

Keksint®d koskee menetelmdd lipaasiuutteiden ja
lipaasin valmistamiseksi, jotka ovan stabiileja, aktiivi-
sia tuotteita vdliaineissa, jotka ovat happamia tai ldhes
neutraaleja.

Lipaaseja, jotka ovat hydrolaaseihin liittyvii ent-
syymejd, esiintyy niinkin erilaisissa organismeissa kuten
bakteereissa, sienissd, kasveissa ja eldimissd. Niiden mer-
kitys eldvdn aineen toiminnoissa havaittiin noin vuonna
1900 tutkittaessa ruoansulatusilmidtd. Niiden toiminta on
osoittautunut oleelliseksi assimiloitaessa rasva-aineita,
jotka muodostavat tdrkedn energialdhteen ihmisten ja el&din-
ten ruoassa. Tdmdn seurauksena niiden ominaisuuksia on
kdytetty hoidollisiin tarkoituksiin.

Lukuisia tutkimuksia on suoritettu ihmiselld ja
yleisesti nisdkk&dilld. Ne ovat osoittaneet ndiden ent-
syymien oleellisen katalyyttisen toiminnan ruoansula-
tuksen aikana, jolloin ne erityisesti liittyvdt emul-
goitujen tai emulgoimattomien rasvojen hydrolysointiin.
Viimeksi mainitut muodostuvat pddasiassa estereistid, jot-
ka on muodostettu erilaisen molekyylipainon omaavista ras-
vahapoista ja monofunktionaalisista tai polyfunktionaali-
sista alkoholeista kuten glyserolista, kun kyseessid ovat
triglyseridit. Ndiden entsymaattisten systeemien puuttumi-
nen tai epdtdydellisyys on usein havaittu huonossa absorp-
tiossa, jonka vdlilld vakavat seuraukset saattavat johtaa
merkittdviin painon alentumisiin ja ilmeisiin ruokahalutto-
muustiloihin. Ihmiselld ndmd tilat, joita voi esiintyd sekid
nuorilla lapsilla ettd aikuisilla, ovat antaneet aihetta
kdyttdd hoidossa ulkopuolisia entsymaattisia systeemeji
korvaamassa ndilld potilailla luonnostaan esiintyvdi lipaa-

sivajetta. Kdytettyjd koostumuksia varten tarvitaan niiden
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uuttamista varten sellaisia eldinten elimid, joiden lipaa-
sieritys on havaittu ja jotka tavallisesti toimivat orga-
nismissa assimiloimassa rasvoja. Nédmd elimet sijaitsevat
erilaisilla tasoilla suu-vatsa-suoli -alueella, useimpien
laajemmin tunnettujen ollessa perdisin suun ontelosta ja
haimasta.

Nisdkkdiden suuontelon eritteet sisdltdvdt siten
entsyymejid, jotka voivat hydrolysoida rasvahappoestereitd.
Nimd ovat vatsaa edeltdviid esteraaseja ja "suu"lipaaseja,
jotka eroavat toisistaan vain niiden aktiivisuuden kapasi-
teetin suhteen hydrolysoitaville tai ei-hydrolysoitaville
aineille. Ndmd entsyymit ja niiden ominaisuudet muodosta-
vat pddasiallisen kohteen lukuisissa t8issd, jotka ovat
koonneet yhteen J.H. Nelson et al. (Journal of Dairy
Science, 1976, 60(3), sivut 327-362).

Niiden lidsndolo ja niiden kdyttdkelpoisuus on eri-
tyisesti osoitettu vieroittamattomilla nuorilla eldimilld.
Seurauksena on suuresti lisddntynyt sellaisten vatsaa
edeltidvien esteraasien markkinointi, jotka on saatu vasi-
koista, kileistd ja karitsoista. Nditd tuotteita, jotka
ensin olivat nestemidisten uutteiden muodoissa ja sitten
konsentroituina jauheina, kdytetddn yleisesti eldinlddke-
tieteessd hoidettaessa vasikoiden ripulia ja my&s ihmis-
lisdketieteessd kuten esitetiddn US-patentissa 3 256 150,
jossa esitetddn menetelmd, jolla hoidetaan huonon absorp-
tion oireyhtymd antamalla koostumusta jauhemaisessa muo-
dossa suun kautta. Tdmid koostumus sis&dltdd osittain sy&té-
vid kudoksia, jotka on otettu vieroittamattomien eldinten
suuontelosta ja vield erityisemmin vasikalta, kileiltd ja
karitsoilta otettuja kielid ja viereisid kudoksia. Viimek-
si esitetylld kdytolld ei ole vaikuttanut olevan suurta
menestystd mahdollisesti aiheutuen siitd, ettd on vaikea
keritid suuria mi#drid elimiid, jotka on otettu nuorten eldin-
ten kustannuksella, jotka on tarkoitettu ruoaksi ja jotka
cividt vield ole kehittyneet taloudellisesti kdyttdkelpoi-

seen kokoon.
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Jotta voitaisiin vapautua ndistd kdyt&nndén ja talou-
dellisuuden aiheuttamista ongelmista, esitetddn GB-paten-
tissa 2 142 337 rotan tai ihmisen kielilipaasi lipaasin
vajavuuden hoitamista varten. N&mid entsyymit on valmis-
tettu geeniteknologian avulla.

Pohjukaissuolen tasolla on haimanesteen lipaaseilla
my&s hyvin merkittdvd aktiivisuus sulatettaessa osittain
hajotettua tai hajottamatonta rasva-ainetta. Siten haiman
entsyymierityksen vajavuus voi johtaa huonoon absorptioon,
joka rasva-aineiden kohdalla johtaa toisinaan poikkeamiin
hajottamisessa ja tdllaisten aineiden assimiloitumisessa.
Ihmiselld suun kautta annosteltavia haiman korvaavia liidke-
aineita on markkinoitu koostumuksena, joka perustuu sellais-
ten eldinten haimoihin (joiden ruoka on samanlaista kuin
ihmiselld), kuten sialla tai joilla on kasvissydjadtyyppi-
nen ruoka kuten nautakarjalla. Kuitenkin tdllaisten entsyy-
mien ominaisuuksien tutkiminen, jota on suorittanut erityi-
sesti Gunter Gordes 1973, on osoittanut tdllaisten hoitojen
arveluttavuuden. N&iden elinten entsymaattiset systeemit
nopeasti tuhoutuvat tai deaktivoituvat happamassa vdliai-
neessa 37OC:ssa ja siten ne eivdt voi taata niiden aktii-
visuutta vatsaan siirtymisen jidlkeen. On ehdotettu liuok-
sia ndiden lddkeaineiden aktiivisuuden sdilyttdmistd varten.
GB-patentti 1 139 991 esittdd koostumuksen, jossa on haiman
entsyymejd yhdessd suolojen kanssa, joilla on happamuutta
estdvdd vaikutusta ja joiden tehtdvdnid on sdilyttdi entsyy-
min ominaisuuksia siirron aikana pienentdm&lld luonnollista
vatsan happamuutta. Identtisen menetelmidn ovat esittdneet
Regan P.T. et al. (1978), Hubbard V.S. et al. (1980) ja
Gon P. Bradbear et al. (1981), kdyttiden H2-reseptori-anta-
gonistisia yhdisteitd kuten simetidiinii.

Lisdksi on tehty yrityksid sdilyttdd entsyymien ak-
tiivisuus p&ddllystdm&lli lidkeaineet vatsalaukkua kestdvil-
14 kalvolla, joka liukenee suolessa ja vapauttaa aktiivi-
set osat pohjukaissuolessa, tai vield yleisemmin liitté&-

mdlld ne mikrohiukkasiin, joiden halkaisija on noin 3 mm.
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Ndmd liuokset ovat vain lievittdvid ja ne aiheuttavat sivu-
vaikutusten riskin potilaalla tai ovat vaikutukseltaan epé&-
varmoja.

Siten haimasairaudet vaativat usein pitk&&n kesta-
vd3i hoitoa, jonka aikana aiheutettu vatsalaukun happamuu-
den alentaminen voi aiheuttaa paikallisen bakteerien vas-
tustuskyvyn alenemisen ja niiden nopean lisddntymisen, ku-
ten esittidvdt Weber A.M., 1982 ja jonka seuraukset ovat
vakavia mikdli kyseessd on ruokamyrkytys.

Tuotteiden piddllystdmiselld ei voida taata tdyttd
kdyttdturvallisuutta tietyissd tapauksissa kuten haiman
vajaatoiminnassa, jossa epdsddnnéllisid pH-arvoja on ha-
vaittu vatsa-suoli-alueella ja jossa joskus on epdtavalli-
sia happotasoja, jotka eivdt sovi yhteen vatsalta suojaa-
van kalvon halutussa pisteessd tapahtuvan liuotuksen kanssa.

On tutkittu myds lipaasiaktiivisuuden ldsn&doloa eri-
laisten eldinlajien vatsan sisdll&ssd. Tamdn aktiivisuuden
alkuperd on kauan ollut kiistan alaisena ja sen on arveltu
aiheutuvan joko suun eritteiden siirtymisestd syljen mukana
tai haimanesteiden pohjukaissuolipalautumisesta. Kuitenkin
Fink C.S., et al. (Am. J. Physiol., 1985, 248, sivut 68-72)
ovat esittidneet kaniinin ruoansulatusrauhasia hajottamalla
lipaasiaktiivisuuden, jonka vaikutus on suurimmillaan pH:ssa
5,8-6,1. Chemical Abstracts, Vol. 97, no 15, 11.10.1982,

s. 477, no 1248320, Columbus, Ohio, USA, viittaa lipolyyt-
tiseen aktiivisuuteen vatsan tasolla vieroitetussa tai vie-
roittamattomassa nuoressa kaniinissa. T&md aktiivisuus
saavuttaa suurimman tehokkuutensa pH-arvolla 7. Patentti-
hakemus WO 86/01532 esittdd sellaisen proteiinin valmista-
misen geeniteknologialla, joka vastaa ihmisen vatsan li-
paasia ja on kidyttdkelpoinen hoidettaessa tapauksia, jois-
sa on kyseisen entsyymin vajausta.

Tutkimus, joka on suoritettu lipaaseilla ja niiden
kdyttdyritykset osoittavat selvdsti ndihin entsyymeihin
liittyvidn merkityksen ja vaikka niiden l&sndolo on esitet-

ty tietyissd elimissid ja eritteissd nisdkkdilld ja vaikka
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on havaittu niiden merkitys assimiloitaessa rasva-aineita
organismissa, ei tdhdn mennessd& ole esitetty lipaasia tai
lipaasikoostumusta, joilla olisi teknisesti ja taloudel-
lisesti kdyttdkelpoinen valmistusmenetelmd ja jotka vas-
tikkeeksi takaisivat kyseisen rasva-aineen assimiloitumi-
sen ja erityisesti triglyseridien assimiloitumisen suu-
vatsa-suoli-alueella.

Esillad oleva keksint® muuttaa tilanteen esittamal-
13 lipaaseja ja lipaasiuutteita, joiden aktiivisuus ei
muutu happamassa vdliaineessa ja jotka tehokkaasti hydro-
lysoivat triglyserideja valiaineessa, jonka pH on vdlilla
3-7, siis v&liaineessa, jonka happamuus on verrattavissa
happamuuteen, joka esiintyy suu-vatsa-suoli-alueella. Si-
ten verrattuna aikaisempiin tuotteisiin, on keksinnén mu-
kaisesti valmistetuilla tuotteilla kielt&mattd se etu,
erityisesti hoidossa, ettd ne pystyvdt luotettavasti ta-
kaamaan sulatuksen aikana triglyseridien hydrolyysin suun
ontelon ja pohjukaissuolen v&dlill& samalla kun ne valmis-
tetaan raaka-aineista, joita on helposti saatavissa suu-
rina md88rind ja halvalla hinnalla.

Esilld oleva keksintd koskee menetelmda lipaasi-
uutteiden tai lipaasin valmistamiseksi. Menetelmdlle on
tunnusomaista, etta

a) lipaasiuutteen saamiseksi saatetaan taysikas-
vuisen hevosen tai kaniinin mahanpohjukoita kosketukseen
happaman vesivdliainen kanssa, jonka pH on 1,5-5, md&r&and
10 tilavuusosaa hapanta vdliainetta 1 pohjukan paino-osaa
kohti l&mpdtilassa 4-30 °C 1 minuutista 15 tuntiin kest&-
vdksi ajaksi, jolloin saadaan kiinteit3 aineita ja vesi-
pitoinen liuos, joka sis&ltd4 lipaasiosan,

erotetaan vesipitoinen liuos kiinteistd aineista,
jolloin saadaan erillinen vesipitoinen liuos,

lisatadsn erilliseen vesipitoiseen liuokseen sopiva
madrd vesiliukoista suolaa ja annetaan olla siind sopiva
aika, jotta halutusta lipaasiuutteesta muodostuu suola ja
jotta saadaan pinnalla oleva liuos, ja

erotetaan haluttu lipaasiuute pinnalla olevasta
liuoksesta ja otetaan se talteen;
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b) suolasta vapautetun lipaasiuutteen saamiseksi

liuotetaan lipaasiuute vesipitoiseen faasiin,

suodatetaan vesipitoinen faasi kdyttden kalvoa,
jonka l#pdisyraja on 5 000-10 000 daltonia, jolloin saa-
daan suolasta vapautetun lipaasiuutteen liuos, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu lipaasiuute-
liuos suolasta vapautetuksi lipaasiuutteeksi;

c) delipidoidun lipaasiuutteen saamiseksi
suoritetaan delipidointitoimenpide jollekin
kiinteistd osista, jotka sis#dlt&vat lipaasiuutteen, joka

on saatu mahanpohjukasta, lipaasiuutteelle ja suolasta
vapautetulle lipaasiuutteelle;

d) ei-delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen saa-
miseksi,

liuotetaan lipaasiuute puskuriin, jonka pH on
2-7, jolloin saadaan puskuroitu liuos,

kromatografoidaan puskuroitu liuos, jonka pH on
2-7, k&iyttden molekyyliseulaa, jonka raja-arvo ylittaa
1 000 000 daltonia, ja otetaan talteen poistettu lipaasi-
fraktio, joka sis#lt8i ei-delipidoidun, rikastetun lipaa-
siuutteen puskuroidussa liuoksessa,

suodatetaan poistettu eluointifraktio kayttden
kalvoa, jonka l#p#disyraja on 10 000 daltonia, jolloin
saadaan suolasta vapautettu fraktio, ja

lyofilisoidaan t&m# suolasta vapautettu fraktio
halutuksi, ei-delipidoiduksi, rikastetuksi lipaasiuut-
teeksi;

e) delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen saami-
seksi,

e)l liuotetaan lipaasiuute veteen, jolloin saadaan
vesipitoinen liuos, joka sis#ltdd lipaasiuutteen,

suodatetaan vesipitoinen liuos, joka sisdltad li-
paasiuutteen, k#dyttden kalvoa, jonka l&pdisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan liuos, joka ei si-
sdl1ld suolaa,

adsorboidaan suolaa sis#ltédmidtdn liuos ioninvaih-
tokantajalle,
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desorboidaan kantaja eluointiaineella, jonka ioni-
vahvuus kasvaa progressiivisesti ajan funktiona,

otetaan talteen eluointifraktio, jolla on lipaasi-
aktiivisuutta ja joka sis&ltdi delipidoidun, rikastetun
lipaasiuutteen,

suodatetaan eluointifraktio, jolla on lipaasiak-
tiivisuutta, kdyttden kalvoa, jonka ldpaisyraja on 5 000-
10 000 daltonia, jolloin saadaan suolasta vapautettu
eluocintifraktio ja

lyofilisoidaan eluointifraktio halutuksi, delipi-
doiduksi, rikastetuksi lipaasiuutteeksi tai

e)2 kromatografoidaan puskuroitu liuos, jonka pH
on 2-7 ja joka on saatu kohdassa d), kdyttden molekyyli-
seulaa,

otetaan talteen pid&tetty eluointifraktio, joka
vastaa molekyylipainoja 30 000-55 000 daltonia ja joka
sisdltdd delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen,

suodatetaan pidatetty eluointifraktio, joka vastaa
molekyylipainoja 30 000-55 000 ja joka sis&lt&a rikaste-
tun lipaasiuutteen, kdytt#den kalvoa, jonka ldpédisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan suolatonta, deli-
pidoitua, rikastettua lipaasiuuteliuosta, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu, delipidoitu,
rikastettu lipaasiuute;

f) lipaasin saamiseksi

f)1 kdytt8en perustana eluointifraktiota, jolla on
lipaasiaktiivisuutta ja joka sis&lt&a delipidoidun, ri-
kastetun lipaasiuutteen, joka on saatu edelld kohdassa
e)l,

kromatografoidaan k&yttden molekyyliseulaa,

otetaan talteen piddtetty eluointifraktio, joka
vastaa molekyylipainoja 45 000-50 000 daltonia ja joka
sis&ltad lipaasin,

suodatetaan Kkyseinen eluointifraktio, joka sis&l-
taa lipaasin, k&aytt&en kalvoa, jonka ldpidisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan suolasta vapautet-
tu liuos, joka sis#lt84 lipaasin, ja
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lyofilisoidaan suolasta vapautettu liuos, joka si-

sdltda lipaasin, tai

f)2 kdyttden perustana pidatettyd eluointifraktio-

ta, joka vastaa molekyylipainoja 30 000-55 000 daltonia

ja joka sis#dltdd delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen,

joka on saatu edelld

kohdassa e)2,

adsorboidaan se ioninvaihtokantajalle,

desorboidaan kantaja eluointiaineella, jonka ioni-

vikevyys kasvaa progressiivisesti ajan funktiona,

otetaan talteen eluointifraktio, jolla on lipaasi-

aktiivisuutta ja joka sis8ltdd lipaasin,

suodatetaan eluointifraktio, jolla on lipaasiak-

tiivisuutta ja joka sisdltdd lipaasin, kdyttden kalvoa,
jonka l#pdisyraja on 5 000-10 000 daltonia, jolloin saa-

daan suolasta vapautettu eluointifraktio, joka sisdltaa

lipaasin, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu eluointifrak-

tio, joka sis#dlt&sd lipaasin, jolloin saadaan haluttu li-

paasi.

Esilld olevassa yhteydessd tarkoitetaan termilla

"delipidoitu" tuotetta, joka sis&ltda lipaasin ilman 1li-

pidej&. Oleellisesti menetelmd&n kuuluu uutosmenetelma A,

joka tekee mahdolliseksi valmistaa uutteita, joilla on
spesifinen lipaasiaktiivisuus v&1illd 1-100 yksikk&a pro-
teiinimilligrammaa kohti ja erotusmenetelm& B, joka edel-

14 esitettyjen uutteiden pohjalta tekee mahdolliseksi

valmistaa rikastettuja lipaasifraktioita, joiden spesifi-

nen aktiivisuus on suurempi kuin 100 yksikkdd proteiini-

milligrammaa kohti ja my®%s alkuperdisend puhdistusvaihee-

na puhtaan lipaasin, jonka spesifinen aktiivisuus on la-
helld 1000 yksikkd®d proteiinin mg kohti. Seuraavana esi-
tetd8n menetelmdt A ja B kuten myds valinnaiset valmis-

tusvaiheet.

Keksinn®dn mukaisessa menetelmdssd kdytetddn tdysi-

kasvuisia kaniineja,

siis kaniineja,

joiden ika on vahin-
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tid4n yksi kuukausi ja edullisesti vdhintd&n kaksi kuukautta.
Nimid tdysikasvuisen kokoiset kaniinit on tarkoitettu ihmis-
ravinnoksi ja niiden vatsan poistaminen ei vdhennd niiden
kaupallista arvoa. Keksinndssd ei kdytetd vieroitettujen
tai vieroittamattomien nuorten kaniinien vatsoja, joissa
tiedetddn olevan lipaasiaktiivisuutta, jonka pH-arvon mak-
simi poikkeaa keksinndén mukaisesta lipaasista ja joka joh-
taisi suuriin hintaongelmiin, jotka johtuvat sekd kanii-
nien vatsojen pienestd koosta ja siitd, etta tapettuja ka-
niineja ei ole mahdollista myyda.

Samalla tavalla kiytetddn vain tdysikasvuisten he-
vosten vatsoja, joiden ikd on erityisesti vidhintddn yksi
vuosi ja edullisesti v&hintddn kolme vuotta.

On havaittu, ettd kaniinilla etsitty&d lipaasia 1loy-
detddn piddasiassa vatsan pohjukasta, joka on vatsan ylempi
osa, joka jatkuu alemmassa osassa onteloa. On havaittu
mySs, ettd lipaasia tavataan vain pohjukan isokaarteen
ylemmissd osassa. Siten on mahdollista kdsitelld kaniinin
vatsa kokonaan tai mikd tahansa sen osa, joka sisdltdad
ylemmin osan isokaarteesta. Samoin on asia hevosen kohdal-
la, lipaasin esiintyessd pddasiassa pohjukassa. Koska poh-
jukka on vatsan suojaava osa, se on helppo leikata erilleen
jdljelle jadvistd osasta, joka on edullista talteenotolle,
varastoinnille ja siirt&dmiselle.

Tamid elinten valmistaminen on valinnaista ja sii-
hen voi kuulua vatsojen valmistaminen, kudosten valinta
ja paloittelu ja delipidointi-toimenpiteet. N&diden kdsitte-
lyjen valinta tapahtuu kdytettdvissd olevien elinten luon-
teen ja tilan perusteella ja my8s toivotun lipaasituotteen
laadun ja erityisesti puhtauden perusteella. Esimerkiksi
seuraava diagrammi esittii edullisen menetelmdn ja valmis-

televien toimenpiteiden j&rjestyksen.
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vatsat

pdpuhtauksien poistaminen

valinta ja paloittelu

jauhatus ja delipidointi

menetelmd A

Valmistaviin toimenpiteisiin kuuluu ensinndkin teu-
rastamolla erotettujen vatsojen puhdistaminen mahdollisista
epdpuhtauksista ja kontaminaatioista kuten myds osista vie-
reisid elimid (ruokatorvi, suolet, perna) ja sitten valin-
naisesti erotetaan ja puhdistetaan ontelo. Kudokset voidaan
valinnaisesti j&adyttdd ja pitdi -20°C:ssa ennen paloit-
telua. Viimeksi mainittu voi tapahtua k#sin tai laitteis-
ton avulla, jonka avulla on mahdollista saada epdsdinndl-
lisid palasia, joiden suurin koko on 5 cm tai vdhemmin.

Delipidointivaiheeseen kuuluu kudosten tai keksin-
nén aikana saatujen kiinteiden uutteiden homogenisointi
jauhamalla tai uuttamalla hydrofiilisen liuottimen avulla,
jolla on alhainen kiehumispiste kuten pienen molekyylipai-
non omaavilla ketoneilla ja alkoholeilla. Tietyissd tapauk-
sissa yleisimmin kdytetty liuotin on asetoni ja silld voi-
daan suorittaa mahdollinen kuivaus ja k&dsitellyn tuotteen

osittainen delipidointi.
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Homogencintitoimenpiteet ja kaikki tuotteiden val-
mistuksen aikana suoritetut toimenpiteet suoritetaan ldm-
potilassa, joka on alle 25°¢C ja edullisesti alle 1OOC, jot-
ta estettdisiin aktiivisten aineosien denaturoituminen
mahdollisimman hyvin. Ndmd palautumattomat denaturoitumi-
set voivat olla luonteeltaan kemiallisia tai fysikokemial-
lisia ja ne ovat seurausta uutto-olosuhteista ja kdytetyn
livottimen luonteesta.

Tavallisesti elinten homogenoimiseksi jauhamalla
kdytetddn 1-10 osaa liuotinta 1 paino-osaa kohti kédsitel-
tdvii tuotetta. Jauhaminen tapahtuu ldmpdtilassa, joka on
alle 250C, tehokkaassa laitteistossa, joka on tyyppid
"Warring blender", jotta saadaan aikaiseksi 2 mm pienem-
pien kudospartikkelien dispersio. Kayttdmdllad tdta lait-
teistoa saavutetaan tdmd tulos jauhamalla 30 sekunnista
5 minuuttiin nopeudella 10 000-30 000 kpm.

Liukenematon aineosa erotetaan dekantoimalla, suo-
dattamalla tai sentrifugoimalla. Tavallisesti kdytetddn
suodatusta teollisuustyhjdssd, joka on noin 50 millibaria.
Tdssd tapauksessa saatu jauhemainen liukenematon aine
delipidoituu ja silld on homogeeninen koostumus ja sitd
voidaan joko suoraan kdyttdd uuttomenetelmdssda A tai jdl-
jelld olevan jdanndsliuottimen poistamisen jdlkeen, noin
20 millibarin tyhjdssd ja ldmp&tilassa 250C, sitd voidaan
kdyttdd merkittdvimmissd delipidointimenetelmissd tai voi-
daan valinnaisesti kdyttdd osittain delipidoituna lipaasi-
uutteena, joka saadaan keksinndn menetelmdlld.

Ndihin menetelmiin kuuluu tuotteiden valmistaminen
halutulle delipidointiasteelle kdsittelemdlld liuottimilla,
jotka pystyvdt liuottamaan rasva-aineen, kuten hiilive-
dyilld, eettereilld, ketoneilla, alkoholeilla tai hiili-
halideilla, joita voidaan k&yttdd yksin tai seoksina. Ndi-
den liuottimien pitd3d olla helposti poistettavia ja nii-
den kiehumispiste on noin 80°C tai sen alapuolella. Niita
ovat esimerkiksi pentaani, heksaani, petrolieetterit, di-
etyylieetteri, tetrahydrofuraani, kloroformi, metyleeni-

kloridi, hiilitetrakloridi ja dikloorietaani.
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Delipidointitoimenpiteet voivat sisdltdd samaa ka-
sittelyd varten lukuisia perdkkdisid uuttoja samalla tai
eri liuottimilla, kunnes saadaan sopivasti delipidoitu
tuote.

Keksinn®dn mukaisesti valmistettujen tuotteiden kiin-
teiden lipaasiuutteiden lipidipitoisuus mddritetddn eri-
laisilla edelld mainituilla menetelmill&d. Kun tuotetta on
kuivattu 100-105°C:ssa 6 tuntia, uutetaan lipidit meta-
noli:kloroformi-seoksella (25:75 til/til) 3 tuntia huoneen-
ldmpdtilassa. Liukenematon aine suodatetaan ja liuottimet
poistetaan haihduttamalla. Lipidipitoisuus on mahdollista
midrittdd vertaamalla alkuperdistd ndytteen painoa ja haih-
dutusjdidnndksen painoa ja pitoisuus on tavallisesti alle
1 % delipidoiduista uutteista.

Tdmd delipidointitaso mddritetddn lopputuotteen
muotojen mukaisesti, tuotteet voivat olla esimerkiksi tab-
letoituja tai jauhemaisia ja keksinndn mukaisia tuotteita
voidaan valmistaa siten, ettd niilld on erilaisia organo-
leptisia ominaisuuksia. Delipidointitaso voidaan arvioida
midrittidmidllid esikokeella kaikki kuumana uutettavissa ole-
vat rasva-aineet ja sitten mddrittdmdlld kylmdnd kullekin
delipidointikdsittelylle se md&rd, joka uuttuu nestefaasin
kyseiseen osaan.

Menetelmissid sekoitetaan sopivassa laitteistossa
1 paino-osa kdsiteltdvdd tuotetta ja 5-100 paino-osaa va-
littua delipidointiliuotinta 15 sekunnista 15 minuuttiin
lampdtilassa, joka on alle 25°C. Delipidoitu tuote erote-
taan liuottimesta suodattamalla tai sentrifugoimalla Jja se
voidaan kdsitelld uudelleen samalla tavalla niin monta ker-
taa kuin tarvitaan, jotta saadaan haluttu delipidointiaste.

Siten yksityiskohtaisemmin ja kdyttden edullisia
liuottimia, joita ovat asetoni, eetteri, kloroformi ja
niiden seokset, lisidtd8n 1 paino-osaan kdsiteltdvdid tuo-
tetta 5-25 tilavuusosaa liuotinta, jonka jdlkeen sekoite-
taan voimakkaasti 30 sekunnista 10 minuuttiin l&mpé&tilas-

sa 0-10°c. Delipidoitu tai osittain delipidoitu liukene-
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maton aine erotetaan vakuumissa suodattamalla. Kun kysees-
sd on epdtdydellinen delipidointi, kdsitellddn liukenema-
ton aine uudelleen samalla tavalla. Jotta saavutetaan toi-
vottu delipidointiaste, voidaan toimenpide toistaa 2-5
kertaa.

Kuten edelld on esitetty, on erotusvaihe A oleel-
linen valmistettaessa keksinn®tn mukaisia tuotteita, joiden
spesifinen lipaasiaktiivisuus on v&d1illd 1-100 yksikkdid/mg
proteiinia. Tdmd menetelmd A sisdltdd kdsittelemisen happo-
vesiliuoksella vatsoille joko sellaisenaan tai jotka on
k&sitelty edelld esitettyjen menetelmien mukaisesti. Siten
on mahdollista k&yttdd kokonaisia vatsoja tai niiden valit-
tuja osia tai jopa jauhemaista ainetta, joka saadaan homo-
genoinnin jdlkeen, joka on suoritettu jauhamalla liuotti-
messa kuten asetonissa, tai kdyttdd samaa ainetta delipi-
doidussa muodossa. Toisessa vaiheessa muodostetaan suoloja
lipaasituotteista lis&ddmdlld vesiliukoisia suoloja.

Vield tarkemmin uuttovaiheessa happamassa vesipitoi-
sessa vdliaineessa sekoitetaan hyvin voimakkaasti aineita
yhdessd sopivien happoliuosten kanssa ja sitten erotetaan
nestefaasi, joka sisdltdd aktiiviset aineosat, suodatta-
malla, sentrifugoimalla tai valinnaisesti dekantoimalla.
Siten tavallisesti yhtd valmistettua aineen grammaa kohti
kdytetddn 1-100 millilitraa happoliuosta, jonka pH-arvo
on vdlilla 2-4.

Vesiliuoksen happamuus on sdiddetty sopivan vahvui-
silla hapoilla, jotta saadaan haluttuja pH-arvoja. Taval-
lisesti kdytetddn vahvoja mineraalihappoja tai orgaanisia
happoja, joiden pKa on pienempi kuin 5. N&itd ovat p&aa-
asiassa oksaali~-, viini-, omena-, sitruuna-, maleiini-,
muurahais-, maito- ja etikkahapot ja my&s rikki-, fosfori-
ja kloorivetyhapot, joita kdytet&ddn eniten.

Tapauksissa, joissa tdmd toimenpide suoritetaan ku-
doskappaleille, voi proteaasien kuten esimerkiksi pesii-
nien lisd&minen parantaa lipaasin uuttumista happamassa

valiaineessa.
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Toimintaolosuhteet valitaan siten, ettd estetdén
palautumaton herkkien aktiivisten aineosien denaturoitu-
minen, erityisesti l&mpdtiloissa yli 25°C. Tavallisesti
uuttamiset suoritetaan sekoittamalla aineosia voimakkaas-
ti 1 minuutista 15 tuntiin sekoittimen tehon mukaisesti
ja lamp&tilassa valilla 0-20°C.

Edullisesti kdsiteltdessd 1 g ainetta kdytetdéan
3-60 millilitraa kloorivetyhappoliuosta, jonka pH on sd&dd-
detty arvoon 2-4+0,1; kyseiset liuockset saadaan esimerkik-
si pH-arvolla 2 lisddmdlla 2,0 ml 37 % kloorivetyhappoa
2 litrassa vettd.

Nidin saatu liuos homogenoidaan voimakkaasti sekoit-
taen 5-60 minuuttia ja ld&mpo&tilassa 0-20°C. T&min jdlkeen
vesifaasi erotetaan suodattamalla, dekantoimalla tai sent-
rifugoimalla. Viimeksi mainitussa tapauksessa sopivimmat
olosuhteet saavutetaan suorittamalla sentrifugoiminen 15
minuutin ja 1 tunnin aikana nopeudella 3 000-12 000 kpm
lampotilan ollessa 4-20°C. Erottaminen voi tapahtua myds
suodattamalla ja tdssd tapauksessa toimenpide suoritetaan
edullisesti nopeuttaen k&ayttdmdlld tyhjdd tai painetta suo-
datussysteemissé.

Siten seos voidaan vdkevdidd ultrasuodatuksella,
jdadyttdd ja lyofilisoida, jotta saadaan uute kiintedssd
muodossa, jolloin se voidaan valinnaisesti delipidoida
edelld esitettyjen menetelmien mukaisesti.

Tdssd tapauksessa seos ensin jdddytetddn jadhdytta-
mdalla -20 - -70°C:seen, kyseinen ldmpottila saadaan vesi-
glykoliseoksilla tai kiinteilld hiilidioksidi-asetoniseok-
silla matalimpia ldmp&tiloja varten. Ndmd toimenpiteet
suoritetaan sdili®dissd, joihin on liitetty seuraava lyo-
filisointimenetelmdlaitteisto. Lyofilisointi suoritetaan
tyhjossd, joka on alle 10_1 millibaria. Sublimoimalla pois-
tettu vesi kondensoidaan trappeihin l&mpd&tilan ollessa
alle -50°C ja erityisesti —800C, jddhdytettynd ammoniakil-
la tai freonilla. Saatu amorfinen dehydrattu tuote jauhe-

taan sitten kylm#nid kuten esimerkiksi kryojauhamalla ldam-
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pétilassa, joka on alle 0°C ennen delipidointia ja uute-
taan sitten menetelmdn A mukaisesti. Kaikki keksinndén mu-
kaiset lyofilisointitoimenpiteet suoritetaan samalla ta-
valla.

Toinen menetelmidn A toimenpide sisdlt&&d saostuksen
lipaasiaktiivisille aineille, jotka sisdltyvdt happamiin
happovesiliuoksiin, jotka saadaan edellisen toimenpiteen
aikana. Tdmi saostaminen suoritetaan muodostamalla suola,
joka syntyy lisddmdlld liuokseen vesiliukoisia suoloja.
Kationeina ndmd suolat sisdltdvdt magnesiumia, kaliumia,
natriumia, ammoniumia ja anioneina asetaattia, sitraattia,
fosfaattia ja sulfaattia. Kuitenkin edulliset suolat ovat
yhdistelmid, joissa on moniarvoisia anioneja ja erityisesti
fosfaattia ja sulfaattia. Maa-alkalikationit kuten kalsium
ja barium, jotka aiheuttavat palautumattomia proteiinien
denaturoitumisia, eivdt sovi kdytettdviksi. Edullinen suola
on ammoniumsulfaatti.

Tissd tapauksessa 1 litraan kdsiteltdvdd hapanta
livosta, joka on valmistettu sekoittamalla ldmp&dtilassa
0-200C, lis&dtddn 80-700 g kiteistd ammoniumsulfaattia. Se-
koittamista jatketaan kunnes suola on pddosin kokonaan
livennut. T&dmdn Jjdlkeen liuos jdtetddn la&mpdtilaan O-ZOOC,
jotta saavutetaan mahdollisimman suuri aktiivisten ainei-
den suolan muodostuminen, joka tapahtuu 15 minuutin ja
20 tunnin vdlisend aikana. Té&md liuos poistetaan sitten
tavallisilla menetelmilld kuten dekantoimalla, suodattamal-
la tai sentrifugoimalla.

Erityisen edullisesti tdmd suolan muodostamisen toi-
menpide suoritetaan lis&&mdllid lampdtilassa 0-10°C, 100-
600 g ammoniumsulfaattia kutakin kdsiteltdvd@d happoliuos-
litraa kohti. Kun liuos j&atetddn noin 10°C:seen 30-60 minuu-
tiksi, saadaan saostumaan optimaalinen md&rd liukenematonta
ainetta, jolla on lipaasiaktiivisuutta ja joka erotetaan
suodattamalla tyhj&ssd noin 50 millibarissa tai sentrifu-
goimalla 10-45 minuuttia nopeudella 3 000-10 000 kpm ja

lampotilassa 4-10°C. Niin saatu tuote sisiltdd aktiiviset
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aineet, muut biologiset aineet ja erilaisia mineraalisuo-
loja mukaan luettuina kdsittelyjen aikana lisdtyt suolat.

Tdllaisenaan voidaan menetelmdi kdyttidi teollista
valmistusta varten. Kuitenkin farmaseuttisia toimenpiteitd
varten on tarpeellista poistaa parasiittiset suolat ja t&-
md suoritetaan membraanisuodatuksessa (dialyysi tai ultra-
suodatus), viimeksi mainitun ollessa erityisemmin kaytetty.
Liukenemattoman aineen veteen liuottamisen j&lkeen ultra-
suodatetaan liuos samalla kun tuote pidetdin tilavuudeltaan
vakiollisena lisddmilli vettd kalvolle, jonka rakenne 1li&-
pdisee pienen molekyylipainon omaavia molekyylejd ja pididt-
tdd tuotteet ja erityisesti suuremman molekyylipainon omaa-
via entsyymeji.

Siten liukenematon aine, joka on saatu muodostamal-
la suolaa, liuotetaan veteen, liuoksen pH sdddetddn vidlille
2-7 1lisddmdlld laimeaa kloorivetyhappoa ja hapan liuos
ultrasuodatetaan tangentiaalista kierradtystd kdyttiden kal-
volla, jonka leikkausraja-arvo on tavallisesti 5 000-10 000
suolan poistamistarkoituksia varten. Kaikki suolan poista-
miset tapahtuvat samalla tavalla keksinnén mukaisessa me-
netelmdssi.

Suodatuksen aikana pidetdidn vakiollinen virtaus-
nopeus niin suurena kuin mahdollista ja tdmi suoritetaan
kdyttden peristalttista pumppua. Kuitenkin nesteen painetta
kalvolla kontrolloidaan ja se ei saa ylittdi 1 baria, jot-
tei tapahtuisi tukkeutumista. Ndissid olosuhteissa on 200
cm2:n kalvolla mahdollista k&sitelld 2-3 litraa suodosta
tunnissa.

Suodattamisen j&lkeen saatu piditetty aine, joka
sisdltdd aineet, joilla on suurempi molekyylipaino kuin
kalvon selektiivisyyden leikkausraja-arvo, vikevdididin
2-5-kertaisesti ultrasuodatuksella edelli esitettyd lait-
teistoa kdyttden ennen jidddyttémistd ja lyofilisointia
suurtyhjdssd, joka on noin 102 millibaria, jo aikaisemmin
midriteltyjen menetelmien mukaisesti ja esitetyissd toi-

mintaolosuhteissa.
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Ndiden toimenpiteiden avulla on mahdollista saada
keksinndn mukaisia tuotteita, uutteita, joiden lipaasi-
aktiivisuus on karakterisoitu spesifiselld aktiivisuudella,
joka on 1-100 yksikkdd/proteiini mg.

Kdyttden menetelmdd B, on ndiden uutteiden avulla
mahdollista saada sopivia menetelmiid k&yttden rikastettuja
uutteita ja puhdasta lipaasifraktiota, jotka myds ovat kek-
sinndn mukaisia tuotteita.

Tdhdn menetelmdidn voi kuulua kaksi puhdistusmenetel-
mdd, jotka ovat ioninvaihtokromatografia, joka kdyttii
orgaanisten yhdisteiden tiettyjen funktioiden ionisointi-
kapasiteettia, ja geelisuodatus, joka sopivan kantajan
avulla tekee mahdolliseksi erottaa yhdisteitd, joilla on
erilaiset molekyylipainot ja koot. Sellaisissa tapauksissa,
joissa edelld esitetyt toiminnat eivdt kuulu delipidointi-
vaiheeseen, on geelisuodatus edullinen.

Kun lipaasiuute on delipidoitu edellisessid vaihees-
sa, toinen ndistd menetelmistd tekee mahdolliseksi valmis-
taa rikastettuja lipaasiuutteita ja tdllaisessa tapauk-
sessa on ioninvaihtokromatografia edullinen.

Lipaasin valmistaminen vaatii molempien menetelmien
perdkkdisen esiintymisen, td4l16in ne voivat olla misséi
jdrjestyksessi tahansa.

Seuraavana esitetddn yhteenvedot ndistid puhdistus-
menetelmistd. Ioninvaihtokromatografia liittyy vesiliukois-
ten aineiden puhdistamiseen, joihin liittyy ionisoitavia
funktioita, jotka sopivassa vdliaineessa voivat sisdltii
positiivisen tai negatiivisen varauksen, joka mahdollistaa
sen liittymisen vastakkaismerkkiseen viliaineeseen. Kanta-
jaan liittyneiden tuotteiden eluointi tapahtuu edullisesti
niiden sidosvoiman funktiona ja siten tietyissid tapauksis-
sa on mahdollista erottaa tuotteita seoksista.

Siten entsyymeilld, joilla on proteiinirakenteet,
on sekd aminofunktioita ettd karboksyylifunktioita yhdessi
nollavarauksena molekyylin isoelektrisessid pH:ssa. Liuos-

ten tekeminen happamaksi kyseisen pH-arvon alapuolelle
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vaikuttaa karboksyylifunktioihin ja tekee entsyymille posi-
tiivisen varauksen, kun taas emdksiseksi tekeminen vaikut-
taa aminofunktioihin ja antaa tuotteelle negatiivisen va-
rauksen.

Timd proteiinien amfoteerinen ominaisuus tekee mah-
dolliseksi niiden puhdistamisen kationi- tai anioninvaih-
tokromatografia-menetelmillé.

Tillaisissa menetelmissd kdytetyt kantaja-aineet
ovat aineita, jotka ovat liukenemattomia eluointivaliai-
neeseen ja joissa on ionisoitavia funktioita.

Kantaja-aineiden pd&tyyppejd ovat hartsit, kolmi-
dimensionaaliset styreeni- ja polyvinyylibentseenisystee-
mit, substituoidut selluloosat, dekstraanijohdannaiset ja
agaroosijohdannaiset. Viimeksi mainittujen joukossa tarjoaa
Pharmacia voimakkaasti ristisidoksellista agaroosipolymee-
rikantajaa, jolla saavutetaan erityisen nopeita erotuksia
(Fast Flow kauppanimi).

Ndilld erilaisilla kantaja-aineilla on rakentees-
saan ionisoitavia funktioita kuten rikki-, karboksyyli-,
fosfori- ja arseenifunktioita kationivaihtoa varten ja
primaarisia, sekundaarisia tai tertiaarisia amiinifunktioi-
ta anioninvaihtoja varten.

Edullisesti keksinn®n mukaiset tuotteet on puhdis-
tettu kationinvaihtokromatografialla k&dytt&en pylvditd,
jotka ovat tyyppid Fast Flow S ja Sepharose tyyppejd (Phar-
macia), joiden halkaisija on 2,6 mm ja korkeus 30 cm, joi-
den kantaja-aineessa on sulfopropyyliradikaaleja ja jotka
ovat siten kationinvaihtajia, tai pylvditd, joissa on ident-
tinen kantaja-aine, mutta joilla on pienempi kapasiteetti
(1 ml) Fast Flow mono S tyyppid (Pharmacia).

Puhdistettavat uutteet on liuotettu puskureihin,
joiden pH-arvo on vdlilld 3-5 ja erityisesti 4. Seuraa-

vana annetaan esimerkkejd puskureista.
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a) Natriumasetaatti 20 mmol/litra
Natriumkloridi 100 mmol/litra
Etikkahappoa kunnes pH 4
b) Natriumasetaatti 20 mmol/litra
Etikkahappoa kunnes pH 4

Uutteiden liuockset saostetaan geeleihin, jotka on
etukdteen tasapainotettu puskurilla, jota kdytetddn puh-
distamiseen. Jdlkimmdinen poikkeaa funktioltaan kiytetyn
pylvdan tyypisti.

Kidytettdessd "mono S" tyyppistd pylvidstd uute liuo-
tetaan puskuriin b). Tuotteet puhdistetaan samalla pusku-
rilla, joka on progressiivisesti rikastettu toista tyyppid
olevalla puskurilla, mutta joka sisdltdd 500 mmol natrium-
kloridia litraa kohti, jotta saadaan eluointigradientti,
jonka pH on 4 ja joka progressiivisesti sisdltidd 0-500 mmol
natriumkloridia litraa kohti. Ionivahvuuden progressiivinen
muuntaminen tckce mahdolliseksi crottaa, konsentraation
ollessa noin 250 mmol natriumkloridin litraa kohti, frak-
tio, joka sisdltdd rikastetun lipaasiuutteen.

Kdytettdessd "S Sepharose" tyyppistd pylvdstid puh-
distettava tuote liuotetaan puskuriin a) ja saostetaan pyl-
vddseen. Eluointi tapahtuu samalla puskurilla ja sitten
liucksella, jossa on 20 mmol/litra natriumasetaattia ja
200 mmol/litra natriumkloridia, jolloin on mahdollista elu-
oida lipaasifraktio rikastettuna halutulla uutteella.

Kun k&ytetddn tdtd puhdistusmenetelmidd uutteeseen,
joka saadaan menetelm&lli a) ja poistamalla suola, on mah-
dollista saada fraktioita, jotka sisidltdvidt rikastettua
lipaasiuutetta, jonka spesifinen aktiivisuus on vidlilli
100-500 yksikkdd proteiinin milligrammaa kohti.

Ndissd puhdistuksissa saadut vesifraktiot voidaan
joko kdyttdd tdydentdvissd puhdistusmenetelmissid, jolloin
saadaan lipaasia, tai ne voidaan puhdistaa suolasta dialyy-
silld tai ultrasuodatuksella, j&iddyttdi sen jidlkeen ja

lyofilisoida jo aikaisemmin kuvatuilla menetelmilli,
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jolloin saadaan rikastettua lipaasiuutetta amorfisessa
kiintedssd muodossa.

Suodattamalla "molekyyliseula" tyyppiselld geelilld
voidaan erottaa molekyylit niiden koon funktiona, siis
joko tilavuuden tai dimensioiden mukaan. Kdytetyt liukene-
mattomat geelit muodostetaan erilaisista 3-dimensionaali-
sista systeemeistd, joilla saadaan sopiva molekyylikoko.

Siten eri kokoisia molekyylejd sisdltdvédstd seokses-
ta vain ne tuotteet, joilla on geelisysteemiin sopiva koko,
piddttyvidt systeemiin, kun taas molekyylit, joilla on suu-
rempi koko, eivdt piddty ja ne eluoituvat nopeasti. Gee-
liin j3dineiden molekyylien piddtysaika vaihtelee myds nii-
den koon mukaan ja ndiden tuotteiden eluoituminen tapah-
tuu verrannollisena siihen, siten ettd pienempid molekyy-
lejd pidatetddn kauemmin.

Seuraavilla geeleilld on ndmd erotusominaisuudet:

- Sephadex G, muodostettu dekstraaneista, joissa sillat
epikloorihydriinin kanssa,

- Biogels P, ovat polyakryyliamidiketjuja, joissa on sillat
N,N'-metyleenibisakryyliamidin kanssa,

- Ultrogeelit ja Sephacryls, joissa yhdistet&ddn sekoitettu
polyakryyliamidi ja agaroosihila.

Esillid olevan keksinnén tuotteet kdsitellddn edulli-
sesti Sephakryyli-tyyppisilld polyakryyliamidigeeleilld.

Ei-delipidoidut uutteet k&sitellddn seulalla, jonka
poistoraja on suurempi kuin 1 000 000 daltonia.

Siten puhdistettavien tuotteiden vesiliuokset kaa-
detaan pylvidiseen, jonka korkeus on noin 1 metri ja joka
sisdltdd 1-7 litraa geelid.

Timidn jdlkeen eluointi suoritetaan pH-arvossa 6 ole-
valla liuoksella, jossa on 100-500 mmol natriumkloridia ja
10-30 mmol dinatriumfosfaattia. Eluaatti otetaan talteen
fraktioina ja lipaasiaktiivisuus tutkitaan ndistd fraktiois-
ta. Siten aktiivisuutta sisdltdvdt fraktiot vapautetaan
suolasta dialyysillid tai ultrasuodatuksella, jonka jdlkeen
jdidytetddn ja lyofilisoidaan, jotta saadaan etsittyjd ri-
kastettuja lipaasiuutteita kiintedss&d muodossa.
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Delipidoidut lipaasiuutteet k&dsitell&ddn seulalla,
jonka avulla on mahdollista erottaa aineet, joiden mole-
kyylipaino on v&dlill&d 30 000-50 000 daltonia ja erityisesti
45 000-55 000 daltonia. Siten puhdistettavien tuotteiden
vesiliuokset kaadetaan pylv&ddseen, jonka korkeus on noin
1 metri ja jossa on noin 400-500 ml geelis.

Tédmdn j&dlkeen eluointi suoritetaan liuoksella, jon-
ka pH-arvo on 6 ja joka sisdltdid 200 mmol/litra natrium-
kloridia. Eluaatti otetaan talteen fraktioina ja lipaasi-
aktiivisuus tutkitaan ndistd fraktioista.

Td1lld tavalla havaitut lipaasiaktiivisuutta sisdl-
tdvat fraktiot voidaan kdyttdd joko seuraavassa puhdistus-
vaiheessa, jolloin saadaan lipaasia, tai siitd voidaan pois-
taa suola dialyysilld tai ultrasuodatuksella, jdiddyttdd ja
lyofilisoida, jolloin saadaan rikastettu lipaasiuute kiin-
tedssd muodossa ja joka tietyissd tapauksissa voidaan de-
lipidoida.

Keksinnén mukaista menetelmdd on kdytetty vasikoiden,
lampaiden, sikojen, siipikarjan, kaniinien ja hevosten vat-
soille. Kuitenkin ylldttdvdasti ja toisin kuin esimerkiksi
mitd havaitaan ldhdettdessd liikkeelle sianvatsoista, on
lipaasiaineilla ja lipaaseilla, jotka saadaan kaniinien ja
hevosten vatsoista, suurin lipaasiaktiivisuus pH-arvolla 4-5
ja erityisesti 4,5, kun tdmd arvo on sialla 6-7 ja siten se
ei ole kovin aktiivinen vatsan nesteissi.

Lisdksi on yll&ttden havaittu, ettd toisin kuin sian
vatsoista saaduissa uutteissa, sdilyttivdt kaniinin ja hevo-
sen vatsauutteet lipaasiaktiivisuutensa happamassa vdliai-
neessa tapahtuneen inkuboinnin jdlkeen. Kaksi tuntia kestéd-
neen 37°C:ssa ja pH-arvossa 2 tapahtuneen inkuboinnin j&l-
keen eivdt ndmd aktiivisuudet muuttuneet, kun taas samalla
tavalla kdsitellyt sikojen vatsat eivdt kestdneet pH-arvoa
alle 4.

Lisdksi hevosen ja sian vatsojen uutteiden aktiivi-
suuksia on tutkittu pH-alueella 3-9. Kun pH-arvo oli v&dlil-

14 3-7, oli uutteiden lipaasiaktiivisuus sama tai suurempi
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kuin 50 % niiden suurimmasta aktiivisuudesta, joka esiin-
tyy noin pH-arvolla 4,5. Kokeiden suorittaminen esitetddn
seuraavassa selostuksessa.

Siten kaniinin ja hevosen vatsauutteiden lipaasien
merkittdvd kestdvyys happaman vdliaineen aiheuttamaa dena-
turoitumista vastaan ja niiden laaja aktiivisuusalue teke-
vdt niiden kdytdn oikeutetuksi l&&keainemuodossa lipaasi-
aktiivisuuden lisddjind erilaisissa ihmisten ja eldinten
sairaalloisissa puutostiloissa.

Keksinn6n mukaisesti saadaan lipaasia, jonka molekyyli-

paino on Laemmlin menetelmdn mukaisesti 49 000 daltonia, jos-

sa 9 000 vastaa sokeria ja 40 000 proteiinia, aminohappo-
tyyppien lukumdiridn ollessa seuraavia: Asp. Asn : 45 : Thr:
19 : Ser : 28 : Glx : 30 : Pro : 29 : Gly : 25 : Ala : 28 :
Val : 27 : Met : 8 : Ile : 18 : Leu : 26 : Tyr : 16 : Phe :
18 : Lys ¢ 17 : His : 7 : Arg : 10 : Cys : 9 ja Trp : 6,
jonka N-pdidtteinen osa on: Lys-Ser-Ala-Pro-Thr-Asn-Pro-
Glu-vVal-Asn-Met-X-Ile-Ser-Glu-Met-Ile-Ser-Tyr-Trp-Gly-Tyr-
Pro-Ser-Glu-Lys-Tyr-Glu-vVal-val, jossa X tarkoittaa mdd-
rittdmdténtd aminohappoa, jonka spesifinen lipaasiaktiivi-
suus Gargouri-menetelmdn mukaisesti on suurempi kuin 1 000
U/mg proteiinia, jonka suurin aktiivisuus havaitaan pH-
arvolla noin 4,5, jonka aktiivisuus pH-arvoilla 3 ja 7 on
vihintidin puolet suurimmasta aktiivisuudesta ja jonka ak-
tiivisuus sdilyy 2 tunnin kestdvan 37%:ssa tapahtuvan
inkuboinnin jdlkeen pH-arvossa 2 ja jonka aminohappo, joka
tarvitaan lipolyyttiseen aktiivisuuteen, on kysteiini, jo-
ka pystyy kestdmddn pepsiinid ja jota huonontavat kymo-
trypsiini ja trypsiini, joiden isoelektrinen pH on vdlilla
5,7 ja 7,1 ja joka voidaan valmistaa keksinndn mukaisella
menetelmdlld kdyttden kaniinin vatsanpohjukkaa.

KeksinnOn mukaisesti saadaan my6s lipaasia, jonka spe-
sifinen lipaasiaktiivisuus Gargouri-menetelmd@n mukaisesti on
suurempi kuin 1000 U/proteiinin mg ja jonka suurin aktiivi-
suus havaitaan pH-arvolla noin 4,5 ja jonka aktiivisuus

pH-arvoilla 3 ja 7 on v&hint&d&n yhtd suuri kuin puolet
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suurimmasta aktiivisuusarvosta ja jonka aktiivisuus sdilyy
inkuboitaessa 2 tuntia 37°C:ssa ja pH-arvossa 2 ja joka
voidaan valmistaa keksinndn mukaisella menetelmdlld hevo-
sen vatsoista.

Lisdksi keksinndn mukaisesti voidaan valmistaa delipi-
doituja tai ei-delipidoituja rikastettuja lipaasiuutteita
valinnaisesti vesiliuoksena, jonka spesifinen lipaasiaktiivi-
suus on Gargouri- menetelmdn mukaisesti vdlilld 100 ja 1000
U/proteiini mg ja jonka suurin aktiivisuus havaitaan pH-arvolla
noin 4,5 ja jonka aktiivisuus pH-arvoilla 3 ja 7 on vdhintddn puo-
let suurimmasta aktiivisuudesta ja jonka aktiivisuus sdi-
lyy inkuboitaessa 2 tuntia 37°C:ssa ja pH-arvossa 2 ja
joka voidaan valmistaa keksinndn mukaisella menetelmdlli.

Keksinndn mukaisesti voidaan my8s valmistaa delipidoi-
tua tal ei-delipidoitua lipaasiuutetta, jolla on lipaasiaktii-
visuus Gargouri-menetelmdn mukaisesti vdlilld 1l ja 100 U/pro-
teiini mg ja jonka suurin aktiivisuus havaitaan pH-arvolla noin
4,5 ja jonka aktiivisuus pH-arvoilla 3 ja 7 on vdhint&d&8n yhtd suu-
ri kuin puolet suurimmasta aktiivisuusarvosta ja jonka ak-
tiivisuus sdilyy inkuboitaessa 2 tuntia 37°C:ssa ja pH-
arvossa 2 ja joka voidaan valmistaa keksinnon mukaisella
menetelmdlld.

Nditd pepsiinid kestdvid uutteita huonontavat tryp-
siinit ja niissd on kysteiinid aminohappona, joka tarvi-
taan lipolyyttistd aktiivisuutta varten.

Ndilld tuotteilla on tyypillisesti ominaisuudet,
jotka tavallisesti mddritetddn entsyymeille ja entsyymi-
pitoisille uutteille, nimittdin:

a - spesifinen aktiivisuus,

b - aktiivisuus pH:n funktiona,

¢ - lipaasiaktiivisuuden kestdvyys happamassa vdliaineessa
tapahtuneen inkuboinnin jdlkeen,

- ndenndisen ominaispainon mddrittdminen,

- aktiivisuus triglyserideja vastaan,

isoelektrisen pH:n mddrittdminen,

a Hh 0
]

- lipolyyttiseen aktiivisuuteen tarvittavan oleellisen

aminohapon l&dsndolon mddrittdminen,
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h - proteaasien kestdvyyden mddrittaminen,
i - sokerien ldsndolon mddrittdminen.

Tdmdn jédlkeen on koottu yhteen menetelmdt nditd
mddrityksid varten.

a. Spesifinen aktiivisuus mddritet&&n entsymaat-
tisen aktiivisuuden ja ndytteessd olevien proteiinien mil-
ligrammoina esitetyn mddrdn suhteena. Lipaasiaktiivisuus
mddritetddn titrimetrisesti Y. Gargouri-menetelmdlld (Aix-
Marseille University PhD thesis, 1985), jossa k&dytetty
substraatti on tributyriini. Annosteluun kuuluu lipaasin
vaikutuksesta vapautuvan voihapon neutralointi 0, 1N sooda-
liuoksella vakiona pysyvdssd pH-arvossa 6 ja ldmpdtilassa
37°C. Niissd koeolosuhteissa vastaa entsymaattinen aktii-
visuus hapon mikromoolien lukumddrdsd, joka on vapautunut
vyhdessd minuutissa tutkittavan tuotteen vaikutuksesta.

Kdaytdnnossd kokeessa johdetaan titrausastiaan, joka
on lampdtilaltaan saddetty 370C:seen, 0,50 ml tributyrii-
nid ja 14,50 ml natriumtaurodesoksikolaattia ja karjasee-
rumialbumiinin isotonista liuosta (koostumus: 100 mg karja-
seerumialbumiinia, 2 mmol natriumtaurodesoksikolaattia,
9 % NaCl isotonista liuosta 1 litraan asti).

Sdhkdmagneettisella sekoittamisella tai sekoituk-
sella ja kdyttden automaattista titraajaa sdddetddn liuok-
sen pH-arvo arvoon 6 lisddmdlld 0,1 N soodaa. Kun pH sta-
biloituu tdhdn arvoon, lisdtddn tarkasti mitattuna 0,5-1 ml
annosteltavan entsymaattisen yhdisteen vesiliuosta. N&dissa
olosuhteissa on mahdollista laskea kdyttden 0,1 N sooda-
liuoksen mddrdd, joka tarvitaan pitdmddn pH arvossa 6 2 mi-
nuuttia, lipaasiaktiivisuus kuten mddritellddn tdssd edelld.

Proteiinit mddritetddn Folin Ciocalteu reagenssin
ldsndollessa. Kun ldsnd on kupri-ioneja emdksisessd vdli-
aineessa ja kyseisen fosfo-molybdo-volframi(6) reagenssin
ldsndollessa, muodostuu vdrillinen kompleksi, jonka inten-
siteetti on verrannollinen proteiinin mddrdan (Lowry et al,
1951). Vdrjdytymistd verrataan standardialueeseen, joka on

valmistettu tunnetuilla karjaseerumialbumiinimd&rills,
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joten ndin voidaan middrittdd tutkittavan ndytteen prote-
iinipitoisuus.

b. Aktiivisuus pH:n funktiona mddritetdin pH-alueel-
la 3-9 kdyttden liitososaa edelld esitetyssd annostelumene-
telmdssd. Siten titrausliuos sdddetdin valittuun pH-arvoon
tutkimista varten joko lisdimilli 0,1 N soodaliuosta tai
lisdamdlld 0,1 N kloorivetyhappoa. Lis&tdin entsymaattinen
livos ja pH pidetddn tidssd arvossa 2 tuntia.

Voihapon dissosiaatiovakio (pKa = 4,75) tekee mah-
dolliseksi annostelun pH-arvolla 6, annostelut korjausteki-
jén kanssa pH-arvoon 5 asti ja niin kutsutut "palautus"an-
nostelut t&mdn pH-arvon alapuolelle.

c. Lipaasiaktiivisuuden sdilymisen mddrittidminen

happamassa vdliaineessa tapahtuneen inkuboinnin

jdlkeen

Tdahdn kokeeseen kuuluu lipaasiaktiivisuuden mi#drit-
tdminen sen jdlkeen, kun koetuotteelle on suoritettu kor-
keintaan 2 tunnin inkubointi 37°C:ssa vesiliucksessa pH-
arvoissa 3-9.

Tutkittavan entsymaattisen uutteen vesiliuoksen pH-
arvoja sdddetddn eri arvoihin lisidmdlld 0,1 N kloorivety-
happoa tai soodaliuosta. N&mi liuokset sijoitetaan hautee-
seen, jonka lidmpdtila on termostoitu 37°C:een. Naytteitd
otetaan 0, 30 minuutin, 1 tunnin ja 2 tunnin kuluttua ja
ne sisdltédvat tributyriinid substraattina. Siidetiddn pH
nopeasti arvoon 6, jonka jdlkeen lipaasiaktiivisuuden annos-
telu suoritetaan 2 minuutin aikana lis&dten 0,1 N sooda-
liuosta, jotta pH-arvo pysyy arvossa 6. Niin saatua lipaa-
siaktiivisuutta verrataan saman tuotteen vertailundyttee-
seen, jota ei ole inkuboitu ja joka on suoraan titrattu
pH:ssa 6 (siis ndyte hetkelld t = 0), jolloin on mahdollis-
ta saada lipaasiaktiivisuus prosentteina inkuboinnin j&1-
keen koeolosuhteissa.

d. Ndenndinen molekyylipaino mdidritetidin elektrofo-
reesilla Laemmlin menetelmidn mukaisesti (Nature, 1970,

227, sivut 680-685), johon kuuluu nidytteen kidsitteleminen
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natriumdodekyylisulfaatilla ja ndytteen siirtyminen poly-
akryyliamidigeeliin, jossa on perdkkdin 5 % geelid ja
12,5 % geelid (paino/til.). Identtisesti kdsitellddn pro-
teiineja, joiden tunnetut molekyylipainot ovat v&dlilla

14 000-94 000 daltonia. Seuraavana proteiinit tehdddn na-
kyviksi Coomassie-siniselld, mddritetd&dn ndytteen ndenndi-
nen molekyylipaino vertaamalla sen siirtymistd vertailu-
proteiinien siirtymiseen. T&midn menetelmdn avulla on mah-
dollista havaita molekyylipainoja, jotka ovat 48 000 dal-
tonia puhdistetulle lipaasille, joka on saatu l&htemdlld
kaniinin vatsoista (esimerkki 6).

e. Lipaasin tai lipaasiuutteiden aktiivisuudet on
tutkittu 3 substraattityypille, nimittdin triglyserideille,
joilla on lyhyt ketju: tributyriini (C4) ja keskipitkdket-
ju: LIPROCILE (CgC,. ) ja pitkd ketju: INTRALIPIDI, 30 %
soijadljy.

Kiytdnnossd 2 yksikksd lis&dtdén 0,5 ml tributyrii-
nid tai 0,5 ml:aan LIPROCILE:a tai 5 ml:aan 30 % INTRA-
LIPIDI-liuosta ja 10 yksikk®d lipaasiaktiivisuutta inku-
boidaan 9 % NaCl-puskurissa, CaC12:n 150 nmol:ssa ja nau-
ta-albumiiniseerumissa.

Aktiivisuuden tutkiminen pH:n funktiona osoittaa,
ettd lipaasin aktiivisuus on suurimmillaan noin pH:ssa 5
tributyriinille, pH:ssa noin 6 LIPROCILE:lle ja pH:ssa 4
INTRALIPIDI:1lle.

Lipaasituotteiden havaittu aktiivisuus mddritetdan
pH:ssa 5 edelld luetelluille substraateille. LIPROCILE:1lle
ja INTRALIPIDI:lle havaitut aktiivisuudet ovat vastaavasti
vdlills 50-75 ¢ ja 25-40 % tributyriinille havaitusta ak-
tiivisuudesta.

f. Isoelektrisen pH—-arvon mddrittdminen

Proteiinit, jotka on sijoitettu sdhkdkenttddn ja
amfolyyttien muodostamaan pH-gradienttiin, siirtyvat
kohti niiden isoelektristd pH:ta. Gradientti muodostuu
polyelektrolyyttien seoksesta, jonka molekyylipaino on
1 000 tai sen alle ja joka koostuu polykarboksyyli- ja
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polyaminoalifaattisista hapoista, joiden isoelektriset
pisteet ovat v&alilli 2-11.

2-5/ug lipaasiuutetta kaadetaan etukdteen valmistet-
tuun horisontaaliseen geeliin ja proteiinit, joihin kohdis-
tetaan sdhk&kenttd, saavat siirtyd noin 1 tunnin ajan.
VyShykkeiden esiintyminen tehddin nikyviksi hopeanitraatti-
reagenssilla. Lipaasin pH on v&lilli 5,7-7,1. Useiden vyd&-
hykkeiden esiintyminen t&114 pH-kentdllid aiheutuu prote-
iiniin sitoutuneiden sokeriketjujen heterogeenisyydesti.

g. Lipolyyttisessd aktiivisuudessa olevien oleellis-

ten aminohappojen mddrittdminen

Tdssd kokeessa lis&dtddn lipaasiin tai lipaasiuut-
teeseen reagenssi, joka pystyy sulkemaan entsyymin aktii-
visuuden. Kdytetyt reagenssit ovat DNTB (5,5'-ditiobis-2-
nitrobentsoehappo) ja 4 PDS (4,4'-ditiopyridiini), jotka
tietyissd olosuhteissa kiinnittyvit proteiinin vapaisiin
sulfhydrisiin ryhmiin. Sitoutumisen seurauksena ndisti rea-
gensseista vapautuu seuraavat vdrilliset ryhmit:
DNTB vapauttaa 5-tio-3-nitrobentsoehapon, joka voidaan mi-
tata aallonpituudella 420 nm;
4 PDS vapauttaa 4-tiopyridoniryhmin, joka voidaan havaita
ja jonka md&rd voidaan m&irittd4 aallonpituudella 324 nm.

Siten 1 millilitran spektrofotometrikyvetissid inku-
boidaan tris HCl 0,25 mol puskurissa jonka pH on 8, hapan
lipaasi ja reagenssiylimddrd. Eri aikoina mitataan vapautu-
neen aineosan absorptio ja konsentraatio lasketaan molaa-
risen ekstiktiokertoimen avulla:

(E 1cm' M 13 600 aallonpituudella 420 nm)

19 800 aallonpituudella 324 nm)

(E 1cm, M
samanaikaisesti otetaan ndyte ja siten on mahdollista mi-

It

tata jdljelld oleva lipolyyttinen aktiivisuus a-kohdassa
esitetylld menetelmdlld. Puhdistetun lipaasin lipaasiaktii-
visuus estyy kokonaan ndiden reagenssien vaikutuksesta.
Lisdksi laskujen avulla on mahdollista m&&rittds, ettid yk-
si tietty vapaa sulfhydryyliryhmid ottaa osaa lipolyyttiseen

aktiivisuuteen ja kyscinen ryhmd kuuluu aminohapolle kyste-
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iini. Lipaasiuutteet, jotka kdsitell&dn samoissa olosuh-
teissa, estyvdt samalla tavalla.

h. Proteaasien kestdvyyden mddrittidminen

Tami tutkimus suoritettiin sian pepsiinilld, joka
erittyy vatsassa, sian kymotrypsiinilld ja trypsiinilli,
joita erittyy haiman vaikutuksesta pohjukaissuolessa.

Lipaasiuutteita ja lipaasia inkuboidaan 2 tuntia
pH:ssa 7,5 kymotrypsiinille ja trypsiinille ja pH:ssa 2
pepsiinille 37°C:ssa. Ndytteitd otetaan sddnndllisesti 15
minuutin vidlein ja j&dljelld oleva lipaasiaktiivisuus mda-
ritetdsan kohdassa a. esitetylld menetelmdlld.

Siten 2 mg pepsiinii sekoitetaan 3 mg lipaasia tai
lipaasiuutetta puskurissa, jonka pH-arvo on 2. Samalla ta-
valla sekoitetaan 2 mg trypsiinid tai kymotrypsiinia
3 mg:aan lipaasia tai lipaasiuutteita, jonka pH-arvo on 7.
Vertailuna kdytetty aktiivisuus m&dritettiin kohdassa c.

Pepsiinii kdytettdessd pysyy alkuperdinen aktiivi-
suus muuttumattomana 2 tuntia. Kahden tunnin lopussa piene-
nee aktiivisuus kymotrypsiinin ldsndollessa 50 %:1lla ja
trypsiini tuhoaa lipaasin aktiivisuuden kokonaan 2 tun-
nissa.

i. Sokerien ldsndolon maddrittdminen

Tihin tutkimukseen kuuluu proteiiniin sitoutuneiden
sokeriketjujen hydrolysointi spesifisella endoglykosidaa-
silla, ENDOF, entsyymill#, joka on liittynyt kahteen N-ase-
tyyliglukosamiiniin.

Menetelmissi midritetddn ndenndinen molekyylipaino
tuotteelle, joka on saatu tdlli entsyymilld kdsitellystd
lipaasista. Hydrolyysin ja menetelmdssd d. esitetyn mene-
telmin mukaisen k&dsittelyn jdlkeen esiintyy pddasiallinen
intensiteettivy®, joka vastaa molekyylipainoa, joka on
pienempi kuin alkuperdiselle entsyymille havaittu ja joka
on noin 40 000 daltonia. Lisidksi aminohappokoostumus tekee
mahdolliseksi mairittid kunkin aminohapon painon perusteel-
la proteiinin painoksi noin 40 000 daltonia. Ero Laemmlin
menetelmdlli mddritettyyn painoon on noin 9 000 daltonia ja

vastaa entsyymin sokeriosaa.
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Puhdistettu lipaasi on tehnyt mahdolliseksi mddrit-
t44 lipaasin biokemialliset ominaisuudet, nimittdin sen
aminohappokoostumus ja N-pddtteinen osa.

Aminohappokoostumus mddritettiin proteiinin hydro-
lyysin jdlkeen, joka suoritettiin kloorivetyhapolla, 24,
38 ja 72 tunnin ajanhetkilld. T&dmdn j&dlkeen hydrolysaatit
analysoitiin menetelmdll&d, jonka ovat esittdneet D.H.
Spackmann, W.H. Stein ja S. Moore (Anal. Chem., 1957, 228,
s. 999) automaattisella aminohappoanalysaattorilla (Spinco-
Beckman), analyyttiset tulokset kdsiteltiin sitten menetel-
mdlld, jonka on esittdnyt M. Delaage, (Biochem. Biophys.
Acta, 1968, 168, s. 573).

Kysteiinijd&nnokset middritetddn performiaattihape-
tuksella ja tryptofaanit hydrolyysilld merkaptoetaanisul-
fonihapon ldsndollessa menetelmédn mukaisesti, jonka ovat
esittineet B. Penke, R. Ferenzi ja K. Fouacs (Analytical
Biochemistry, 1974, 60, sivut 45-50).

Erilaisten mddritettyjen aminohappotyyppien luku-
miirit olivat seuraavat: Asp. Asn-45; Thr-19; Ser-28;
Glx-30; Pro-29; Gly-25; Ala-28; Val-27; Met-8; Ile-18;
Leu-26; Tyr-16; Phe-18; Lys-17; His-7; Arg-10; Cys-9;
Trp-6.

Proteiinin N-pididtteinen osa mddritettiin menetelmdn
mukaisesti, jonka on esittdnyt Fred.S. Esch (Anal. Bio-
chem., 1984, 136, sivut 39-47). 30 aminohapon muodostama
pddtdsosa on seuraava: Lys-Ser-Ala-Pro-Thr-Asn-Pro-Glu-
Val-Asn-Met-X-Ile-Ser-Glu-Met-Ile-Ser-Tyr-Trp-Gly-Tyr-
Pro-Ser-Glu-Lys-Tyr-Glu-Val-Val.

(X = mddrittamdtdn).

Seuraavat esimerkit valaisevat kyseistd keksintO4&.
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Esimerkki 1

Ei-delipidoituja lipaasiuutteita, jotka on valmistet-

tu menetelmdn A mukaisesti

2-3 kuukautta vanhojen kaniinien vatsoja keritiin
teurastamosta. Ylin kolmannes pohjukasta avataan ja sen
sisdltd tyhjennetddn. Kudokset jHidytetdin -20°C: seen ja
paloitellaan sitten osiin, jotka ovat pienempid kuin 2 cm.

Homogenointi ja uuttaminen happamassa vdliaineessa

menetelmdn A mukaisesti

160 g paloiteltuja kudoksia lisit&in 600 ml:aan
kloorivetyhappoliuosta pH:ssa 2,5, limpdtilassa 10-12°C
ja sisdltden 0,06 % p/p pepsiinid. Homogenointi suorite-
taan l&mpdtilassa, joka on ldhelld 20°C sekoittaen seosta
45 minuuttia noin 900 kierrosta minuutissa k&dyttden ruu-
visekoitinta.

Liukenematon aine erotetaan sentrifugoimalla 500
kpm 30 minuuttia. Vaalean keltainen, pinnalla oleva happo-
faasi erotetaan:

- tilavuus: 540 ml

- spesifinen aktiivisuus:

- kokonaisaktiivisuus: 175 000 yksikkdi

Ammoniumsulfaattisaostus

Sekoittaen limpdtilassa 12°C lisit&in hitaasti
147 g ammoniumsulfaattia happamaan liuokseen, joka on saa-
tu edelld esitetyn menetelmin aikana. Lisdyksen jilkeen
liuos jitetaan 15 minuutiksi 15°C:seen. Suolakseen muutet-
tu saostuma erotetaan sentrifugoimalla 3500 kpm 20 mi-
nuuttia.

Pohjalla oleva tuote, joka sisiltdd entsyymifrak-
tion, liuotetaan 175 ml:aan fosfaattipuskuria pH:ssa 6.
Ndin saadaan vaalean keltainen, kirkas liuos, jossa on
vdhdn mekaanisia epdpuhtauksia.

- tilavuus: 175 ml

- spesifinen aktiivisuus:

- kokonaisaktiivisuus: 124 250 yksikkdid
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Esimerkki 2

Ei-delipidoitu, rikastettu lipaasiuute, joka on val-

mistettu menetelmdn B mukaisesti

Edelld esitetty liuos suodatetaan suodattimilla,
joiden huokoisuus on S/un.

Ndin saatu liuos puhdistetaan kromatografoimalla
Sepharyl S 300 geelilld, jota toimittaa Pharmacia (korkeus
1 metri, tilavuus 7,5 litraa), eluoiden jo aikaisemmin
esitetylld puskurilla pH:ssa 6 ja virtausnopeudella 115
ml/h. Etsityn lipaasiaktiivisuuden havaitaan esiintyvin
ensimmdiseksi kerdtyissd fraktioissa. Ndmi fraktiot ote-
taan talteen, jolloin saadaan homogeeninen fraktio.

- tilavuus: 830 ml

- spesifinen lipaasiaktiivisuus:

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 100 642 yksikkod

Tdman konsentroidun, suolasta vapautetun liuoksen

avulla on mahdollista saada 317 g vaalean keltaista,

amorfista jauhetta ei-delipidoidusta uutteesta, jonka entsyy-

miaktiivisuus on 98 000 yksikk®d ja spesifinen aktiivisuus
31 yksikkdd jauheen mg kohti.

Erilaisten pH-arvojen aktiivisuus

pPH 3: 4 503 yksikksa

pH 5: 8 750 yksikkdi

pPH 7: 4 412 yksikkdd

Happamien pH-arvojen kestdvyys

pH ajanhetkelld: 0 8 300 yksikkod

2 tuntia 8 000 yksikkoi

Aktiivisuus triglyserideille, joilla on seuraavat

ketjut:

lyhyt: 8 750 yksikkdsa
keskipitkad: 6 829 yksikkod
pitka: 3 233 yksikkoa

Aktiivisuuden estyminen kysteiinien spesifisilli

reagensseilla

Lipaasiaktiivisuus estyy tdysin pH:ssa 8 reagens-
silla DNTB.
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Proteaasin vaikutus

Huonontuminen

- nolla pepsiinills,

- 40-50 % kymotrypsiinilld,

- tdydellinen estyminen trypsiinilld edelld esite-
tyissd olosuhteissa.

Lipiditaso

Esimerkki 3

Delipidoitu lipaasiuute, joka on valmistettu mene-

telmdn A mukaisesti

a. Valmistaminen

Teurastamolta otetaan talteen syotdvdt sisdlmysten
osat kaniineilta, jotka ovat Janny-lajia tai maatiaislajia
ja joiden ikd on 2-3 kuukautta. Vatsat k&sitellddn poistaen
kaikki epdpuhtaudet kuten my8s ruokatorven, suolen ja per-
nan osat.

Homogenointi, dehydraus ja delipidointi

225 g kudosta jauhctaan 5%C:ssa 2 250 ml:ssa ascto-
nia liekin/rdjihdyksen kcstdvassd astiassa 30 sckuntia
30 000 kpm. Liukenematon aine suodatetaan tyhj&ssd Bichner-
suodattimella ja pestdidn 100 ml:1la kylmdd asetonia. Liu-
kenematon aine otetaan talteen ja menetelmd toistetaan sa-
moissa olosuhteissa peridkkidin seuraavilla delipidointiliuot-
timilla: asetonilla (3 kertaa), kloroformi (3 kertaa) ja
dietyylieetteri (3 kertaa).

Lopuksi jauhe kuivataan vakuumissa eksikkaattorissa
vakiopainoon: paino 45 g.

b. Menetelmd A

Uuttaminen happamassa vesiliuoksessa

Delipidoitu jauhe lis&dtddn 1 125 ml:aan kloorivety-
liuosta, jonka pH on 2,5 ja joka etukdteen on jddhdytetty
5°C:seen. Seosta sekoitetaan 4°C:ssa 30 minuuttia ja sitten
liukenematon fraktio erotetaan sentrifugoimalla 10 000
kpm 30 minuuttia. Vesifaasi erotetaan.

- tilavuus: 1 125 ml

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 7 U/proteiini mg

- kokonaislipaasiaktiivisuus 75 000 U



10

20

25

30

35

33 872352

Aktiivisuus sdilyi muuttumattomana sen jdlkeen kun
oli inkuboitu 2 tuntia 37°C:ssa ja pH:ssa 2.

Ammoniumsul faattisaostus

Sekoittaen ldmpstilassa 4°C lisdtdsn vihitellen
352 g ammoniumsulfaattia happamaan liuokseen, joka saatiin
edellisen menetelmdn aikana. Lisddmisen jdlkeen seos jdte-
td4n 30 minuutiksi samaan l&mpdtilaan ja sentrifugoidaan
sitten 10 000 kpm 30 minuuttia.

Pinnalla oleva aine dekantoidaan ja sentrifugoin-
nissa pohjalla oleva aine, joka sisdltdd entsyymifraktion,
liuotetaan 300 ml:aan vettd. Liuoksen entsymaattiset omi-
naisuudet mddritetddn:

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 73 U/proteiini mg

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 37 500 U

Tidmid liuos kiytetdidn suoraan puhdistukseen menetel-
min B mukaiscsti kuten csitetdiin esimerkissid 4, kun sille
ensin suoritetaan seuraava kdsittely. Liuoksessa oleva am-
moniumsulfaatti poistetaan dialysoimalla 4°C:ssa ja siihen
lisdtddn sekoittaen 15 litraa puskuriliuosta pH:ssa 4 (20
mmol/l natriumasetaattia, 100 mmol/l natriumkloridia ja
etikkahappoa kunnes pH on 4). Tunnin kuluttua poistetaan
puskuri ja menetelmd toistetaan kahdesti, siten ettd pus-
kuri v&1ill3d uudistetaan. Lopuksi saadaan 300 ml lipaasi-
aktiivista liuosta, josta ammoniumsulfaatti on poistettu.
Tdmd liuos puhdistetaan kuten esitetddn seuraavassa esimer-
kissa.

Esimerkki 4

Rikastettu lipaasiuute, joka on valmistettu menetel-

mdn B mukaisesti:

Ioninvaihtokromatografia

Puhdistaminen suoritetaan Fast Flow Sepharose pyl-
v34l11l3 (toimittaa Pharmacia), jossa on 60 ml geelid ja
jonka halkaisija on 26 mm.

Pylvids on tasapainoitettu pH 4:n puskurilla val-
miiksi kdytettdvdksi dialyysid varten, virtausnopeudella

100 ml/h. T&m3n jidlkeen sisdidn lasketaan 300 ml liuosta ja
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eluointia jatketaan samoissa olosuhteissa pH 4:n liuoksel-
la ja sen jdlkeen toisella liuoksella, jossa on 20 mmol/l
natriumasetaattia ja 200 mmol/l natriumkloridia pH-arvos-
sa 6,5.

Eluoidaan 480 ml, jonka jidlkeen otetaan talteen 40
ml eluaattia, joka sisdltdd lipaasiaktiivisuuden, jolla on
seuraavat ominaisuudet:

- spesifinen aktiivisuus: 350 U/proteiini mg

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 28 000 U

Liuoksen avulla, joka on jdddytetty ja sitten lyo-
filisoitu, on mahdollista saada 2,8 g rikastettua uutetta,
jonka rikastettu lipaasiaktiivisuus on 10 000 U/g tuotetta.

Esimerkki 5

Lipaasiuute, joka on valmistettu menetelmdllid A

a. Valmistus

50 g tuotetta, joka on identtistd esimerkin 2 tuot-
teen kanssa, homogenisoidaan ja dehydrataan ja osittain de-
lipidoidaan asetonilla esimerkissid 2 annetun menetelmin
mukaisesti. Jddnndsvesi ja asetoni poistetaan vakuumissa
40 millibarissa ja 250C:ssa, jonka jdlkeen saadaan 10 g
tuotetta, joka kdsitellddn menetelmdn A mukaisesti.

b. Menetelmd A

Kdytetddn myds esimerkin 2 mukaisesti
Uuttaminen happamassa vesiliuoksessa

- havaittu tilavuus: 222 ml
- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 2,6 U/mg proteiinia
- kokonaislipaasiaktiivisuus: 8 850 U

Ammoniumsulfaattisaostus

Sentrifugoinnin j&dlkeen otetaan pohjalla oleva aine
19 ml:aan puskuriliuosta (150 mmol/l natriumkloridia, pH
sdddetty arvoon 3 etikkahapolla):

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 17 U/mg proteiinia

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 6 550 U

Liuos kiytetidn scllaisenaan esimerkissi 6 csite-

tyssd menetelmdssa.
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Esimerkki 6

Puhdas lipaasi, joka on valmistettu menetelmdlld B

Suodatus molekyyliseulalla

Edellisessd esimerkissd saatu liuos puhdistetaan
Sephacryl S 200 geeliliuoksella (toimittaa Pharmacia), jon-
ka halkaisija on 26 cm ja korkeus 1 m, kdyttden eluoimi-
seen puskuria, jonka pH on 3 ja joka on aikaisemmin esitet-
ty, kdyttden virtausnopeutta 16 ml/h. 300 ml:n eluaatin
jdlkeen saadaan 50 ml:n liuos, joka sis&dltdd puhdistetun
lipaasiaktiivisuuden:

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 257 U/mg proteiinia

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 4 550 U

Ioninvaihtokromatografia

Menetelmid suoritetaan kdyttden mono S Fast Flow
pylvdstid (toimittaa Pharmacia) tilavuuden ollessa 0,98 ml.
Aikaisemmin saatu 50 ml:n liuos lis&dtddn pylvd&seen, suori-
tetaan eluointi nopeudella 1 ml/min kdyttden pH 4:n pusku-
riliuosta (20 mmol/litra natriumasetaattia, jossa on lineaa-
rinen natriumkloridigradientti v&1ill14 0-500 mmol/litra).
Lipaasi eluoidaan konsentraatiolla 250 mmol/litra natrium-
kloridia tilavuuden ollessa 20 ml. Saadulla tuotteella on
seuraavat ominaisuudet:

- kokonaisproteiinipaino: 3,4 mg

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 1067 U/mg proteiinia

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 36300

- ndenndinen molekyylipaino: 48 000

(Laemmlin menetelmd)

Aktiivisuus erilaisilla pH-arvoilla

pH 3: 100 yksikkoa

pH 5: 170 yksikkoa

pH 7: 85 yksikkdsa
Kestdvyys happamia pH-arvoja vastaan
pH 2 ajanhetkell&d: O 150 yksikkdad

2 h 145 yksikkda
Molekyylipaino

MolekyylipainovyShyke on 49 000:ssa.
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Aktiivisuus triglyserideille, joilla on seuraavat

ketjut:

lyhyt: 1 200 yksikkod
keskipitk4: 760 yksikkod
pitka: 300 yksikkdod

Isoelektrisen pH:n middrittdminen
12 vydhykettd v&lilla 5,7-7,1.

Aktiivisuuden estyminen kysteiinien spesifisilli

reagensseilla

DNTB: estyminen 240 minuutissa ja yksi molekyyli
DNTB:ta ehkdisee yhtd moolia lipaasia.

4PDS: estyminen 60 minuutissa ja yksi molekyyli
4PDS:aa estdd yhtd moolia lipaasia.

Proteaasin vaikutus

Huonontuminen

- nolla pepsiinilli

- vdlillad 40-50 % kymotrypsiinilli

- tdydellinen estyminen trypsiinilli edelld esite-
tyissd menetelmdolosuhteissa.

Sokerien ldsndolon middrittidminen

Alkuperdisen elektroforeettiselle geelille lisdtyn
lipaasin molekyylipainovyd on 49 000. Kun inkuboidaan
endo F:118 erilaisia aikoja, saadaan vyd, jonka intensi-
teetti kasvaa ajan mukana ja vastaten molekyylipainoa
40 000 daltonia.

Esimerkki 7

Lipaasiuute, joka on valmistettu menetelmi#n A mu-

kaisesti
Valmistaminen suoritetaan kdyttden hevosen sydtidvii
limakalvoja kdyttden suoraan menetelmdi A.

Uuttaminen happamassa vesiliuoksessa

228 g syotdvid hevosen limakalvojen kappaleita pie-
nennettyind noin 1 cm2 kappaleisiin, lisdtddn 910 ml:aan
vettd, joka on jddhdytetty 40C:seen, seoksen pH sdddetddn
arvoon 2,5 + 0,1 lisd&mdlld 37 % konsentroitua kloorivety-
happoa (p/til). Jauhetaan 4°C:ssa 30 000 kpm 30 sekuntia
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ja 2 minuutin vdliajoin. Jauhettua ainetta sekoitetaan sih-
kémagneettisella sekoittimella 40 minuuttia ja sitten hap-
poliuos erotetaan sentrifugoimalla 10 000 kpm 30 minuuttia.
892 ml happoliuosta sisdltidd lipaasiaktiivisia ai-
neita mddrédnd 15,5 spesifisti yksikkoid liuoksen millilitraa
kohti tai 0,74 spesifistd yksikk®d proteiinin mg kohti.
Kokonaisspesifinen lipaasiaktiivisuus 13 800 U.

Ammoniumsulfaattisaostus

Sekoittaen sdhkOmagneettisesti 4°C:ssa lisit#in
500 g ammoniumsulfaattia edelli esitettyyn happoliuokseen.
Sekoittamista jatketaan 30 minuuttia t&ssd lampotilassa
ja sitten liukenematon aine erotetaan sentrifugoimalla
10 000 kpm 30 minuuttia. Pohjalla oleva aine otetaan tal-
teen 50 ml:aan 9 % natriumkloridiliuosta ja seos sentrifu-
goidaan j&dlleen samoissa olosuhteissa.

Pinnalla oleva aine sisdltdd rikastetun lipaasi-
aktiivisuuden:

- tilavuus: 51 ml

- spesifinen lipaasiaktiivisuus: 192 U/ml-5,6 U/mg proteiinia

- kokonaislipaasiaktiivisuus: 9 800 U
Tdmd liuos voidaan k&dsitelld jo aikaisemmin esite-
tyn menetelmdn mukaisesti, jolloin saadaan kiinted tuote.

Esimerkki 8

Kdytetddn kaniinin vatsoja kuten kdytetddn esimer-
kissd 1. Ontelo (osa A) erotetaan pohjukasta (osa B). Poh-
jukka itse segmentoidaan neljdin yhtd suureen osaan leika-
ten elimen leveyssuuntaan (B1, BZ' B3, B4 luokiteltuna on-
telosta). N&md erilaiset kudokset kisitell&sn samoin kuin
esimerkissd 1. Kussakin happouutteessa havaitut lipaasi-
aktiivisuudet md&dritetddn Gargouri-menetelmdlld ja ndin

saadaan seuraavat tulokset:

A =0
B, =0
By =0
B, = 6 000 yksikkoi
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Lipaasiaktiivisuus sijaitsee pohjukan ylimmdssd
osassa.

Eldinten myrkyttémyyden takia on keksinndn tuotteil-
la edullisia vaikutuksia ihmisen ruocansulatuksen sairaal-
loisiin tiloihin.

Myrkyllisyystutkimus suoritettiin 7-8 viikkoa van-
hoilla Wistar-rotilla, joille suun kautta annosteltiin
vesiliuosta, joka oli kylldstetty lipaasiuutteella, jota
oli saatu kaniinien vatsoista, mddrdnd 1 ml, jossa on 50
lipaasiyksikkdd eldimen 100 g:n painoa kohti ja tdatd annos-
telua jatkettiin 4 viikkoa.

Kdsittelyn lopuksi suoritettiin seuraavat OCDE:n
suosittamat tutkimukset: eldvdn eldimen hematologiset tut-
kimukset, biokemialliset tutkimukset, veri- ja virtsatut-
kimukset ja kuolleelle el&dimelle kudospatologiset tutki-
mukset.

Verrattuina k&dsittelemdttomiin vertailueldimiin,
ei havaittu mitdin poikkeamia eldimilld, jotka olivat saa-
neet lipaasiuutetta. Ndmd tutkimukset ja eldinten tdydelli-
nen sietokyky hoidon aikana osoittavat, ettei tuote ole
myrkyllinen tai haitallinen.

Tutkittiin my&s keksinndén mukaisten tuotteiden te-
hokkuutta ihmisen ruocansulatustaudeissa joko yksin tai
liittyneind muihin entsyymeihin.

Tuotteita annetaan joko jauheena tai kapseleina
maidrind 300-6000 lipaasiyksikkdd pdivdssd potilaan tilan
mukaisesti potilaille, joiden i&t olivat vdlilld 18-75
vuotta ja jotka ki#rsivit alkoholiperdisestd kroonisesta
haimatulehduksesta. Potilaat, joilla ennen hoitoa oli
rasvaripuli, joka oli yhtd suuri tai suurempi kuin 10g/

24 tuntia, saivat tuotteet aterioiden aikana tai sekoi-
tettuna ruokaan 6 kuukauden aikana.

Usecimmissa tapauksissa havaittiin rasvaripulin
vihcnemistd ja vastaava vaikutus ulosteiden tiheydessd ja
painossa. Samalla tavalla vdhenivdt epdmiellyttdvat oireet

kuten vatsakivut ja turpoaminen. Vastaavasti havaittiin
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painon lisddntymistd. Intoleranssia ei havaittu tdmdn tut-
kimuksen aikana, ja se tuo esille tutkittavien tuotteiden
tehokkuutta ja tilanne oli sama my®ds verrattaessa muihin
entsyymeihin kuten pankreatiineihin, joilla ei saavutettu
tdllaista merkittdvdd parantavaa vaikutusta potilaiden
yvleistilassa.

Lisdksi pienid lapsia, jotka kdrsividt sitkedlimais-
eritetaudista ja joiden rasvanabsorptiokerrcoin oli alle
90 %, kdsiteltiin 14 pdivdd tuotteella annosten ollessa
verrattavissa edelld esitettyyn kokeeseen. Tdmdn tutkimuk-
sen aikana ulosteiden lipiditaso, niiden paino ja pdivit-
tdinen lukumddrd mitattiin ja arvioitiin kipuja ja vatsan
turpoamista. Havaittiin merkittdvdd paranemista rasvaripu-
lissa ja yleisessd tilassa. Jdlleen olivat keksinnén mu-
kaiset tuotteet tehokkaampia kuin pankreatiini.

Keksinntn tuotteita annosteltiin lddkeaineen muo-
dossa, niiden muodon vaihdellessa hoidettavan sairauden
luonteen ja vakavuuden mukaisesti. Siten kdytettiin tablet-
teja, gelatiinipddllysteisid pillereitd, pehmeitd kapse-
leita, rakeita, mikrorakeita tai osittain nestemdisiid muo-
toja kuten siirappeja, suspensioita ja geelejd.

Lipaasiuutteita voidaan lis&dtd erilaisiin aineisiin,
joiden aktiivisuus liittyy oireisiin, jotka liittyvdt huo-
non absorption oireistoon. Siten on mahdollista kdyttdad
ruoansulatusta suojaavia aineita, vatsahaavaa vastustavia
aineita, ndradstystd vastustavia aineita ja muita ruoansula-
tuksessa aktiivisia entsyymejd.

Edelld esitetyt ldidkeaineiden muodot valmistetaan
tavallisten menetelmien mukaisesti ja k&dyttden farmaseutti-
sessa kdytdnndssd tavallisesti kdytettyjd lisdaineita ku-
ten neutraaleja aineita, joiden avulla voidaan sopivasti
laimentaa aktiiviset aineosat, kuten laktoosi, sakkaroosi,
sorbitoli, mannitoli, tdrkkelys, selluloosa tai suolat ku-
ten fosfaatit. Voidaan kdyttdd myds hajottavia, sitovia
tai liukastavia aineita. Valinnaisesti voivat valmistetut

muodot olla sokerilla pddllystettyjd tabletteja tai ne
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voidaan pddllystdd vesiliukoisella kalvolla. Ndiden p&ddl-
lysteiden tehtdv&@nd on peittdd valmisteen mahdcllinen epé-
miellyttdvd maku.

Edelld esitetyissd nestemuodoissa, jotka ovat eri-
tyisen kdyttoSkelpoisia lapsilla ja vanhuksilla, sisdltavéit
edullisesti makuaineita ja v&riaineita, jotta niille saa-
daan miellyttdvdt organoleptiset ominaisuudet.

Erilaisten valmisteiden stabiilisuus voidaan var-
mistaa lisdd3midllid antioksidantteja tai sdildntdaineita
kuten tokoferoli, askorbiinihappo, sorbiinihappo, sen suo-
lat, jne.

Seuraavat tabletit ja jauheet esitetddn, jotta voi-
taisiin paremmin kuvailla l&dkeaineita, jotka sisdltavat
keksinnén tuotteita.

Tabletit

Muoto, jossa yhteen 180 mg tablettiin on lis&dtty
1000 lipaasiyksikkod.

Esimerkin 3 tuote, jossa on 73 U/mg proteiinia.

Mddrd, joka riittdd 1000 yksikoSksi, siis 100 mg:

- maissitdrkkelys 22 mg
- dikalsiumfosfaatti 30 mg
- mikrokiteinen selluloosa 15 mg
- piidioksidi 12 mg
- magnesiumstearaatti 1 mg

Valmistaminen

Lukuunottamatta magnesiumstearaattia sekoitetaan
tabletit huolellisesti, tuote puristetaan yhteen ja kalib-
roidaan sitten seulan l&pi, jonka mesh-koko cn 1 mm.

Saadut rakeet voidellaan lisddmdlld magnesiumstearaattia
ja puristetaan sitten pyorivalld koneella 180 mg kdsittd-
viksi yksikoiksi.

Jauhe

Muoto 1 g:n jauheelle, johon on lisdtty 400 lipaasi-
yksikkod grammaa kohti.

Tuote esimerkistd 5, jossa on 17 U/mg proteiinia:
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- 400 yksikkoon riittdvd mddrd siis 0,8215 g

- askorbiinihappo 0,0025 g

- laktoosi 0,0760 g

- luonnon appelsiiniaromi jauheena 0,1000 g
Valmistaminen

Aineosat lis&dtddn perdkkdin sopivaan ruostumatto-
masta terdksestd valmistettuun sekoittimeen. Homogenoidaan
ja sitten seos jaetaan ruskeisiin lasipulloihin, jotka
suljetaan hermeettisesti.

Lidkeaine sisdltdd siten 56-82 p-% aktiivista
aineosaa ja 44-18 p-% lisdainetta.

Kuten tdssd on esitetty, on keksinndén mukaisten
tuotteiden myrkyllisyys merkityksetdntd, joten on mahdol-
lista erityisen tapauksen vaikeuden takia annostella 300
yksikOstd alkaen enemmdn kuin 6000 yksikkdd lipaasia pai-
vassd4.

Tdm3 annoksen suuruus riippuu potilaan idstd ja
yleisemmin pdivittdinen annos on 600-4000 lipaasiyksikkdd,
jotka tavallisesti annostellaan kolme kertaa pdivittdin
ruckien yhteydessd.

Farmaseuttiset koostumukset, jotka sisdltdvdt kek-
sinndn mukaisesti valmistettuja tuotteita sopivat erityi-
sesti hoidettaessa hdiribdtiloja, jotka liittyvdt rasva-ainei-
den huonoon absorbtioon, erityisesti eri tyyppisissd haima-
tulehduksissa kuten alkoholiperdisessd, perinnOllisessd,
hyperkalsemiassa liikakalsiumverisyyden aiheuttamassa tai
trooppisessa haimatulehduksessa.

Niitd kdytetddn tavallisesti parannusvaiheena leik-
kauksen jdlkeen kuten vatsanpoistossa ja haiman t&ydelli-
sessd poistamisessa, joka voi johtaa rasvaripuliin.

Ne soveltuvat my8s sitkedlimaiseritesairauteen ja
lipaasiin, kolipaasiin ja suolen liikkeen vajavuuteen.

Ndihin sairauksiin liittyvid oireita ovat tavalli-
sesti rasvaripuli, ripuli, vatsakivut ja vajaaravitsemus-

tilat. Ndm3 oireet vidhenevit hoidettaessa keksinndn mukai-
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sesti valmistetuilla tuotteilla kdyttden sopivia annoksia
ja annosteltuna riitt8vdn kauan.

Yleisesti kyseiset koostumukset ovat kdyttdkelpoisia
ja suositeltavia liittyneind ruoansulatuksen rasva-aineiden
assimiloitumiseen. Lisdksi nditd tuotteita voidaan antaa
tavallisille ihmisille sddtelemddn ja/tai tdydentdmddn
rasvahappojen luonnollista assimiloitumista ja siten sda-

tdmddn ja/tai lisddmddn henkildiden energian tarpeita.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd lipaasiuutteiden tai lipaasin valmis-
tamiseksi, tunnettu siitd, etta

a) lipaasiuutteen saamiseksi saatetaan tdysikas-
vuisen hevosen tai kaniinin mahanpohjukoita kosketukseen
happaman vesivdliainen kanssa, jonka pH on 1,5-5, m&&rdna
10 tilavuusosaa hapanta v&liainetta 1 pohjukan paino-osaa
kohti l&mpdtilassa 4-30 °C 1 minuutista 15 tuntiin kesta-
vdksi ajaksi, jolloin saadaan kiinteitd aineita ja vesi-
pitoinen liuos, joka sis&lt8& lipaasiosan,

erotetaan vesipitoinen liuos kiinteistd aineista,
jolloin saadaan erillinen vesipitoinen liuos,

lisitdsn erilliseen vesipitoiseen liuokseen sopiva
m3sri vesiliukoista suolaa ja annetaan olla siind sopiva
aika, jotta halutusta lipaasiuutteesta muodostuu suola ja
jotta saadaan pinnalla oleva liuos, ja

erotetaan haluttu lipaasiuute pinnalla olevasta
liuoksesta ja otetaan se talteen;

b) suolasta vapautetun lipaasiuutteen saamiseksi

liuotetaan lipaasiuute vesipitoiseen faasiin,

suodatetaan vesipitoinen faasi k&yttden kalvoa,
jonka ldpdisyraja on 5 000-10 000 daltonia, jolloin saa-
daan suolasta vapautetun lipaasiuutteen liuos, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu lipaasiuute-
liuos suolasta vapautetuksi lipaasiuutteeksi;

c) delipidoidun lipaasiuutteen saamiseksi

suoritetaan delipidointitoimenpide jollekin kiin-
teistd osista, jotka sis#dltdvat lipaasiuutteen, joka on
saatu mahanpohjukasta, lipaasiuutteelle ja suolasta va-
pautetulle lipaasiuutteelle;

d) ei-delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen saa-
miseksi,

liuotetaan lipaasiuute puskuriin, jonka pH on

2-7, jolloin saadaan puskuroitu liuos,
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kromatografoidaan puskuroitu liuos, jonka pH on
2-7, kdyttden molekyyliseulaa, jonka raja-arvo ylitt&i
1 000 000 daltonia, ja otetaan talteen poistettu lipaasi-
fraktio, joka sis&ltdd ei-delipidoidun, rikastetun lipaa-
siuutteen puskuroidussa liuoksessa,

suodatetaan poistettu eluointifraktio kdyttden
kalvoa, jonka l&pdisyraja on 10 000 daltonia, jolloin
saadaan suolasta vapautettu fraktio, ja

lyofilisoidaan tdmd8 suolasta vapautettu fraktio
halutuksi, ei-delipidoiduksi, rikastetuksi lipaasiuut-
teeksi;

e) delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen saami-
seksi,

e)l liuotetaan lipaasiuute veteen, jolloin saadaan
vesipitoinen liuos, joka sis&dltad lipaasiuutteen,

suodatetaan vesipitoinen liuos, joka sisadltdd 1li-
paasiuutteen, kdyttden kalvoa, jonka ldpdisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan liuos, joka ei si-
sdl18 suolaa,

adsorboidaan suolaa sisdltdmdtén liuos ioninvaih-
tokantajalle,

desorboidaan kantaja eluointiaineella, jonka ioni-
vahvuus kasvaa progressiivisesti ajan funktiona,

otetaan talteen eluointifraktio, jolla on lipaasi-
aktiivisuutta ja joka sisdlt&i delipidoidun, rikastetun
lipaasiuutteen,

suodatetaan eluointifraktio, jolla on lipaasiak-
tiivisuutta, kdyttden kalvoa, jonka lépdisyraja on 5 000-
10 000 daltonia, jolloin saadaan suolasta vapautettu
eluointifraktio ja

lyofilisoidaan eluointifraktio halutuksi, delipi-
doiduksi, rikastetuksi lipaasiuutteeksi tai

e)2 kromatografoidaan puskuroitu liuos, jonka pH
on 2-7 ja joka on saatu kohdassa d), kayttden molekyyli-
seulaa,
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otetaan talteen pid&tetty eluointifraktio, joka
vastaa molekyylipainoja 30 000-55 000 daltonia ja joka
sisdltad8 delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen,

suodatetaan pid&tetty eluointifraktio, joka vastaa
molekyylipainoja 30 000-55 000 ja joka sis&d&ltdi rikaste-
tun lipaasiuutteen, k&yttden kalvoa, jonka lapdisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan suolatonta, deli-
pidoitua, rikastettua lipaasiuuteliuosta, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu, delipidoitu,
rikastettu lipaasiuute;

f) lipaasin saamiseksi

f)1 kdyttden perustana eluointifraktiota, jolla on
lipaasiaktiivisuutta ja joka sis&ltda delipidoidun, ri-
kastetun lipaasiuutteen, joka on saatu edell& kohdassa
e)l,

kromatografoidaan kdyttden molekyyliseulaa,

otetaan talteen piddtetty eluointifraktio, joka
vastaa molekyylipainoja 45 000-50 000 daltonia ja joka
sisédltd8 lipaasin,

suodatetaan kyseinen eluointifraktio, joka sisdl-
tdd lipaasin, k#dyttden kalvoa, jonka lé&pdisyraja on
5 000-10 000 daltonia, jolloin saadaan suolasta vapautet-
tu liuos, joka sisdlt8d lipaasin, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu liuos, joka si-
s81t88 lipaasin, tai

f)2 k&ytt8en perustana piddtettya eluointifraktio-
ta, joka vastaa molekyylipainoja 30 000-55 000 daltonia
ja joka sis&ltd8 delipidoidun, rikastetun lipaasiuutteen,
joka on saatu edelld kohdassa e)2,

adsorboidaan se ioninvaihtokantajalle,

desorboidaan kantaja eluointiaineella, jonka ioni-
vdkevyys kasvaa progressiivisesti ajan funktiona,

otetaan talteen eluointifraktio, jolla on lipaasi-
aktiivisuutta ja joka sis&lt&i lipaasin,

suodatetaan eluointifraktio, jolla on lipaasiak-

tiivisuutta ja joka sisdltdd lipaasin, k&ayttden kalvoa,
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jonka ldpdisyraja on 5 000-10 000 daltonia, jolloin saa-
daan suolasta vapautettu eluointifraktio, joka sisdltdad
lipaasin, ja

lyofilisoidaan suolasta vapautettu eluointifrak-
tio, joka sisdltdd lipaasin, jolloin saadaan haluttu li-
paasi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kohdassa a) kosketus vesivéa-
liaineen kanssa suoritetaan l&mpdtilassa 4-20 °C.

3. Patenttivaatimusten 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vesipitoinen liuos erotetaan
kiinteistd aineista suodattamalla, dekantoimalla tai sen-
trifugoimalla l&mpdtilassa, joka on alle 25 °C ja edulli-
sesti 4-20 °C.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd lisdtdan 80-700g ve-
siliukoisia suoloja ja ettd ne jadtetd&dn 15 minuutista 20
tuntiin l&mp®dtilaan 0-20 °C.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd suolat ovat magnesium-, ka-
lium-, natrium- ja edullisesti ammoniumsuoloja ja moniar-
voisia anioneja, erityisesti fosfaatteja ja sulfaatteja.

6. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukai-
nen menetelmd, t unne t tu siitd, ettda delipidointi-
toimenpide suoritetaan saattamalla kiinteat osat koske-
tukseen liuottimien kanssa, jotka pystyvdt liuottamaan
rasva-aineita, kuten hiilivetyjen, eettereiden, ketonien,
alkoholien tai hiilihalogenidien kanssa, joiden kiehumis-
piste on alle 80 °C.

7. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukai-
nen menetelmd, t unnet tu siitd, ettd adsorptiot
ioninvaihtokantajalle suoritetaan k&ytt&m&ll& kationin-
vaihtckantajaa.

8. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukai-

nen menetelmd, t unnettu siitd, ettd ennen pohju-
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koiden saattamista kosketukseen happaman vesivdliaineen
kanssa ne paloitellaan alle 1 cm:n kokoisiksi kappaleik-

si.
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Patentkrav

1. Férfarande for framstdllning av lipasextrakt
eller lipas, ka&nnetecknat ddrav, att man

a) for framstallning av ett lipasextrakt,

bringar magfundus frdn fullvuxen hdst eller kanin
i kontakt med ett surt vattenmedium med ett pH av 1,5-5 i
en mdngd av 10 volymdelar surt medium per 1 viktdel fun-
dus vid en temperatur av 4-30 °C under en tid fran 1 mi-
nut till 15 timmar, varvid erhdalls fasta &mnen och en
vattenhaltig 16sning innehdllande en lipasdel,

separerar den vattenhaltiga 16sningen fran de fas-
ta &mnena, varvid erhdlls en separat vattenhaltig l&s-
ning,

sdtter till den separata vattenhaltiga l&6sningen
en lamplig mdngd vattenldsligt salt och lé&mnar det dari
under en lamplig tid fo6r att av lipasextraktet bilda ett
salt och fé6r att erhdlla en supernatantl®sning, och

separerar det &nskade lipasextraktet fran superna-
tantlésningen och tillvaratar detsamma;

b) f6r erhdllande av ett fran salt frigjort lipas-
extrakt,

1l¥ser lipasextraktet i en vattenhaltig fas,

filtrerar den vattenhaltiga fasen under anvdndning
av en membran med en genomsldpplighetsgrdns av 5000-10000
dalton, varvid erhdlls en l&sning av ett fran salt fri-
gjort lipasextrakt, och

lyofiliserar den fran salt frigjorda lipasextrakt-
16sningen till frdn salt frigjort lipasextrakt;

c) for erhallande av ett delipiderat lipasextrakt,

underkastar ndgon av de fasta delarna innehdllande
lipasextraktet, som erhdllits fran magfundus, lipasex-
traktet och det fran salt frigjorda lipasextraktet en de-
lipideringsoperation;

d) for erhdllande av ett icke-delipiderat, anrikat
lipasextrakt,
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l6ser lipasextraktet i en buffert med ett pH av
2-7, varvid erhdlls en buffrad 16sning,

kromatograferar den buffrade l6sningen med ett pH
av 2-7 under anvadndning av en molekylsil med ett grans-
virde Overstigande 1000000 dalton och tillvaratar den av-
lagsnade lipasfraktionen, som innehdller det icke-delipi-
derade, anrikade lipasextraktet i buffrad 1lésning,

filtrerar den avlagsnade elueringsfraktionen under
anvadndning av en membran med en genomsl&pplighetsgréns av
10000 dalton, varvid erhdlls en frédn salt frigjord frak-
tion, och

lyofiliserar denna fran salt frigjorda fraktion
till det O6nskade, icke-delipiderade anrikade lipasextrak-
tet;

e) for erhdllande av ett delipiderat, anrikat li-
pasextrakt,

e)l lOser lipasextraktet i vatten, varvid erhdlls
en vattenhaltig l16sning innehdllande lipasextraktet,

filtrerar den vattenhaltiga l&6sningen innehallande
lipasextraktet under anvédndning av en membran med en ge-
nomsldpplighetsgrdns av 5000-10000 dalton, varvid erhalls
en 1l6sning, som ej innehaller salt,

adsorberar den saltfria l6sningen pd en jonbytar-
bédrare,

desorberar b8raren med ett elueringsmedel med en
jonstyrka, som Okar progressivt som en funktion av tiden,

tillvaratar en elueringsfraktion med lipasaktivi-
tet och innehdllande det delipiderade, anrikade lipasex-
traktet,

filtrerar elueringsfraktionen med lipasaktivitet
under anvdndning av en membran med en genomsl&pplighets-
grédns av 5000-10000 dalton, varvid erhdalls en frdn salt
frigjord fraktion, och

lyofiliserar elueringsfraktionen till det Onskade,

delipiderade, anrikade lipasextraktet, eller
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e)2 kromatograferar den buffrade l6sningen med ett
pH av 2-7, vilken erhdllits i punkt d), under anvdndning
av en molekylsil,

tillvaratar den kvarhdllna elueringsfraktionen,
som motsvarar molekylvikter av 30000-55000 och som inne-
haller det delipiderade, anrikade lipasextraktet,

filtrerar den kvarhdllna elueringsfraktionen mot-
svarande molekylvikter av 30000-55000 och innehdllande
det anrikade lipasextraktet under anvdndning av en mem-
bran med en genomsldpplighetsgrdns av 5000-10000 dalton,
varvid erhalls en saltfri, delipiderad, anrikad lipasex-
traktlésning, och

lyofiliserar det fradn salt frigjorda, delipidera-
de, anrikade lipasextraktet;

f) f6r erhdllande av lipasen,

f)1 genom att som bas anvédnda elueringsfraktionen
med lipasaktivitet och innehdllande det delipiderade, an-
rikade lipasextraktet, som erhallits i punkt e)l,

kromatograferar under anvédndning av en molekylsil,

tillvaratar en kvarhdllen elueringsfraktion, som
motsvarar molekylvikter av 45000-50000 dalton och som in-
nehdller lipasen,

filtrerar ifrdgavarande elueringsfraktion innehdl-
lande lipasen under anvadndning av en membran med en ge-
nomsldpplighetsgridns av 5000-10000 dalton, varvid erhalls
en frdn salt frigjord lésning innehdllande lipasen, och

lyofiliserar den fran salt frigjorda l&sningen in-
nehdllande lipasen, eller

f)2 genom att som bas anvadnda elueringsfraktionen
motvarande molekylvikter av 30000-55000 dalton och inne-
hdllande det delipiderade, anrikade lipasextraktet, som
erhallits ovan i punkt e)2,

adsorberar denna pa en jonbytarbérare,

desorberar bararen med ett elueringsmedel med en

jonstyrka, som 8kar progressivt som en funktion av tiden,
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tillvaratar en elueringsfraktion med lipasaktivi-
tet och innehdllande lipasen,

filtrerar elueringsfraktionen med lipasaktivitet
och innehdllande lipasen under anvéndning av en membran
med en genomsldpplighetsgrédns av 5000-10000 dalton, var-
vid erhdlls en fran salt frigjord elueringsfraktion inne-
hallande lipasen, och

lyofiliserar den fran salt frigjorda eluerings-
fraktionen innehdllande lipasen, varvid erhdlls den 6ns-
kade lipasen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kd8anne -
t ecknat darav, att i punkt a) kontakten med vat-
tenmediumet utfors vid en temperatur av 4-20 °C.

3. F6rfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat darav, att den vattenhaltiga
lésningen separeras fran de fasta &mnena genom filtre-
ring, dekantering eller centrifugering vid en temperatur,
som dr under 25 °C och foretrédesvis 4-20 °C.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3,
kd4dnnetecknat dirav, att 80-700 g vattenldsli-
ga salter tills&tts och dessa fa&r vara fran 15 minuter
till 20 timmar vid en temperatur av 0-20 °C.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, kdnne -
t ecknat darav, att salterna d8r magnesium-, Kka-
lium-, natrium- och fbretréddesvis ammoniumsalter och
flervdarda anjoner, speciellt fosfater och sulfater.

6. Forfarande enligt ndgot av foregdende patent-
krav, kdnnetecknat didrav, att delipide-
ringsoperationen utfdrs genom att bringa de fasta delarna
i kontakt med l6sningsmedel, som f&rmdr l16sa fettdmnen,
sdsom med kolvaten, etrar, ketoner, alkoholer eller kol-
halogenider, vilka har en kokpunkt under 80 °C.

7. Forfarande enligt nagot av foregdende patent-
Kkrav, kdnnetecknat dirav, att adsorptioner-
na pad jonbytarbdraren utfdrs genom att anvdnda en katjon-

bytarbarare.
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8. Forfarande enligt ndgot av féregdende patent-
krav, k&d&nnetecknat diarav, att fundus uppde-
las i stycken med en storlek under 1 cm innan fundus

bringas i kontakt med det sura vattenmadiumet.
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