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Sposéb zatezania wodnego roztworu plazminogenu
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Przedmiotem wynalazku jest sposdb zat¢zania roztwo-
réw plazminogenu.

Plazminogen jest biatkiem plazmy krwi. Jako proen-
zym plazminy, enzymu trawiacego biatka, zwiaszcza fi-
bryne, jest on waznym skfadnikiem uktadu krzepnigcia
krwi.

Czyste preparaty plazminogenu stosowane sa w terapii
przeciwzakrzepowej, jak réwniez jako odczynniki w ba-
daniach biologicznych i biochemicznych.

Jedna z metod otrzymywania czystego plazminogenu
polega na frakcjonowaniu biatek plazmy na kolumnach
chromatograficznych (Wallen, 1959; Wallen, 1960). Elua-
ty zawieraja jednak niskie stgzenia plazminogenu, mie-
szczace si¢ w granicach 0,02—0,08% wagowych. Do-
tychczas stosowane metody zatezania tych roztworow,
polegajace na wytracaniu plazminogenu siarczanem amo-
nu lub acetonem, nie pozwalaja na calkowite wytrace-
nie biatka i powoduja cze$ciowa jego denaturacje. W
wyniku denaturacji biatka na tym etapie otrzymuje sig¢
preparaty o niskiej biologicznej aktywnos$ci wlasciwej.

Celem wynalazku jest zastosowanie takiego $rodka wy-
tracajacego, aby w okreslonych warunkach otrzymaé cal-
kowite wytracenie biatka, unikajac jednoczes$nie jego de-
naturacji.

Od dawna znana jest metoda wytracania biatek przy
pomocy jonéw cynku (Cohn i inni, 1950). Nie byta ona
jednak dotychczas/ stosowana do wytracania plazmino-
genu, poniewaz jony te dzialaja inhibujaco na jego ak-
tywno$¢ biologiczna (Alkjaersig i inni, 1958). Przed-
miotem wynalazku jest taki dobor warunkow prowadze-

61953

10

15

20

25

30

2

nia procesu, ktéry pozwala na zastosowanie fsoli cynku
do wytracania plazminogenu i uzyskiwania tym sposo-
bem jego stgzonych roztworéw o wysokiej aktywnosci
fizjologicznej.

Sposobem wedlug wynalazku, do wodnego roztworu
plazminogenu, stanowiacego produkt koncowy w pro-
cesie otrzymywania plazminogenu metoda chromatog-
rafii kolumnowej, zawierajacego 0,02—0,087% wagowych
plazminogenu, dodaje si¢ wodny roztwor soli cynku ta-
kiej jak siarczan lub octan. Ilo$¢ soli cynku 'dobiera sig¢
tak, aby jej koncowe stezenie w uzyskanym roztworze
wynosito 5—20 mM. Aby unikna¢ denaturacji biatka
proces prowadzi si¢ w temperaturze 0—5°C. Natych-
miast po dodaniu roztworu soli cynkowej pH zawiesiny
doprowadza si¢ za pomoca wodorotlenku sodu do war-
tosci 8 — 9. Wytracona zawiesing pozostawia si¢ w tem-
peraturze 0—5° na okres 2—35 godzin celem koagulacji
osadu. Osad odwirowuje si¢ w temperaturze nie przekra-
czajacej 5° 1 rozpuszcza w wodnym roztworze wersenia-
nu sodu. Nastgpuje przy tym rozbicie kompleksu pla-
zminogen — cynk z jednoczesnym wytworzeniem zwiaz-
ku kompleksowego cynku. v

Ilo$¢ wersenianu uzyta do rozpuszczenia osadu powin-
na odpowiadaé stechiometrycznie ilosci soli cynku uzy-
tej do wytracenia plazminogenu, przy czym korzystnie
stosuje si¢ roztwor wersenianu o stgzeniu molowym 0,5
M.

Rozpuszczanie osadu prowadzi si¢ pod kontrola pH-
metru, nastawiajac pH przy pomocy kwasu solnego lub
lugu na warto$¢ 9. Uzyskany roztwor poddaje sig diali-
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zie, prowadzonej w temperaturze 0—5°C wobec zbufo-
rowanego roztworu soli fizjologicznej o wartosci pH=
=8—10. .

Podczas dializy nastgpuje usunigcie z roztworu zwiaz-
kéw kompleksowych cynku.

W wyniku powyzszego procesu otrzymuje si¢ roztwo-
ry plazminogenu o steZzeniu biatka 1—29% wagowych
z wydajno$cia 85—95% bez ‘obnizenia biologicznej ak-
tywnosci wlasciwej preparatu.

Przyktad I 2.000 ml roztworu plazminogenu o ste-
zeniu bialka 0,037% wagowych i aktywnosci 8,7 jed-
nostek kazeinolitycznych Remmerta w 1 ml roztworu,
schlodzono do temperatury 3°C. Do roztworu wkroplo-
no, przy ciaglym mieszaniu, 21 ml 0,5 M, schlodzone-
go do temperatury 3°C, roztworu wodnego siarczanu
cynku. pH skorygowano 1 n lugiem sodowym do warto-
$ci 9 i zawiesing pozostawiono w temperaturze 3°C na
okres 5 godzin. Osad odwirowano na wiréwce chlodzo-
nej w temperaturze 3°C i rozpuszczono w 21 ml 0,5 M
roztworu wodnego wersenianu sodu, schtodzonego réw-
niez do temperatury 3°C.

Rozpuszczaniu; towarzyszylo alkalizowanie roztworu,
ktéoremu przeciwdzialano dodajac 1-n kwas solny w ta-
ki sposob, aby wartos¢ pH utrzymywala sie¢ w grani-
cach 8—10. Po rozpuszczeniu osadu wartoé¢ pH roz-
tworu skorygowano do 9,0 i roztwdr, po przeniesieniu
do woreczka celofanowego, poddano dializie wobec 10
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litréw soli fizjologicznej zbuforowanej amoniakiem do
wartosci pH=9. Po ukoficzeniu dializy otrzymano 52 ml
roztworu o stezeniu. biatka 1,3% wagowych i aktywnosci
302 jednostek w 1 ml roztworu.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob zatgzania wodnego roztworu plazminogenu,
stanowiacego produkt koficowy w procesie otrzymywania
plazminogenu metoda chromatografii .kolumnowej, na
drodze wytracania plazminogenu z roztworu, znamien-

" my tym, ze do roztworu plazminogenu dodaje si¢ w tem-

peraturze 0—5°C wodny roztwor soli cynmku takiej jak

‘siarczan lub octan, uzyskany roztwor poddaje si¢ zalka-

lizowaniu do warto$ci pH=8—19, po czym wytrgcony
i odwirowany osad rozpuszcza si¢ w wodnym roztworze
wersenianu sodu przy wartosci pH=9, a nast¢pnie otrzy-
many roztwér podaje si¢ dializie, przy czym zostaja z
niego usuni¢te kompleksowe zwiazki cynku.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze sol
cynkowa stosuje si¢ w takiej ilosci, aby jej konicowe ste-
zenie molowe wynosito 5—20 mM.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje
si¢ roztwér wersenianu sodu o stgzeniu molowym 0,5 M
w ilosci stechiometrycznej w stosunku do uzytej soli cyn-
ku. N :
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