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(54) VERFAHREN' ZUR HERSTELLUNG VON LYS-PLASMINOGEN

(s7) Zur Herstellung von Lys-Plasminogen, mit einer spe-
zifischen Aktivitat von mindestens 17,5 caseinolyti-
schen Einheiten/mg Protein und mindestens 50 mymol/g
Protein-Stickstoff sowie einer elektrophoretischen
Reinheit von mindestens 90 %, wobei- Plasminogen aus
Plasma, einer plasminogenhdltigen Fraktion oder einer
Gewebekultur zwecks Reinigung an immobilisiertem Lysin
adsorbiert, eluiert und aus dem Eluat mit einem Pro-
teinfdllungsmittel gewonnen wird, wird eine Lsung des
g0 gereinigten Plasminogens auf eine Plasminaktivitit
eingestellt, die gegeniiber dem chromogenen Substrat
H-D- Valyl-L-Leucyl-L-Lysin-p-nitroanilid-dihydrochlo-
rid im Bereich von 0,005 bis 0,2 mymol/ml min, vorzugs-
weise 0,01 bis 0,1 mymol/ml min, liegt, bei einer Tem-
peratur von +1 %Cbis +20° C, vorzugsweise +4 © C bis
+12 9 C, wihrend einer Zeitdauer von 6 bis 60 Stunden,
vorzugsweise 15 bis 50 Stunden, gehalten, um eine enzy-
matisch-proteolytische Umwandlung des Plasminogens in

Lys-Plasminogen zu erreichen, worauf die Enzymeirwir-
kung unterbrochen und Lys-Plasminogen isoliert wird.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Lys-Plasminogen, mit einer spezifischen Aktivitit
von mindestens 17,5 caseinolytischen Einheiten/mg Protein und mindestens 50 mymol/g Protein-Stickstoff
sowie einer elektrophoretischen Reinheit von mindestens 90 %, wobei Plasminogen aus Plasma, einer
plasminogenhiltigen Fraktion oder einer Gewebekultur zwecks Reinigung an immobilisiertem Lysin adsorbiert,
eluiert und aus dem Eluat mit einem Proteinfillungsmittel gewonnen wird.

Lys-Plasminogen ist ein in der Literatur verwendeter Sammelbegriff fiir proteolytisch modifizierte Formen
des nativen Plasminogens (= Glu-Plasminogen), die aus diesem durch Abspaltung eines Polypeptides vom
NH,-Terminus erhalten werden. Als N-terminale Aminosiure der heute bekannten Species des Lys-Plasminogens

wurden bisher Lysin, Methionin und Valin nachgewiesen. Als Molekulargewicht werden in der Literatur fiir Glu-
Plasminogen Werte zwischen 90.000 und 94.000 und fiir Lys-Plasminogen Werte von etwa 80.000 angegeben.

Hinsichtlich des fibrinolytischen Geschehens unterscheidet sich Lys-Plasminogen von Glu-Plasminogen vor
allem in zwei Punkten: Lys-Plasminogen besitzt eine hohere Bindungsaffinitit an das Fibrinnetz von Thromben
und kann um ein Vielfaches schneller zu Plasmin aktiviert werden (z. B. mit Urokinase). Beide Eigenschaften
erhéhen die Effizienz der Fibrinolyse und sind der Grund dafiir, daB Lys-Plasminogen bevorzugt in der
Thrombose-Therapie verwendet wird.

Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Lys-Plasminogen ist die Cohn-III-Fraktion des Plasmas oder
Plasma selbst. Die in der Literatur beschriebenen Verfahren bestehen aus einer Vielzahl von Verfahrensschritten,
die u. a. Extraktionen, Adsorptionen und Fillungen umfassen. Die Abspaltung einer N-terminalen
Polypeptidkette und Umwandlung in Lys-Plasminogen wird entweder gezielt an isoliertem Glu-Plasminogen
vorgenommen oder geschieht im Verlauf der Isolierungs- und Reinigungsschritte durch anwesende proteolytische
Aktivitit,

P.Wallen und B.Wiman (Biochim. Biophys. Acta 221, 20 - 30 (1970)) isolieren Plasminogen durch
Extraktion eines gewaschenen Cohn ITI-Niederschlags und Fillung des Extraktes mit Methanol und Ammonsulfat
bei pH 4,8. Dieses Produkt enthlt 0,5 - 1,9 % spontane proteolytische Aktivitit, die auf Verunreinigung mit
Plasmin zuriickzufiihren ist. Nach Zusatz von Aprotinin liefert die weitere Reinigung durch Gelfiltration und
Adsorption/Elution an einem Anionenaustauscher ein Plasminogen, das iiberwiegend Glutamin als N-terminale
Aminosiure zeigt und eine spontane proteolytische Aktivitit von 0,1 - 0,3 % aufweist. Eine Aufarbeitung ohne
Zusatz von Aprotinin fiihrt zu einem Produktgemisch mit einer spontanen proteolytischen Aktivitit von 4 % und
mit Lysin, Valin, aber auch Methionin und Glutamin als N-terminale Aminoséure.

E.ERickli und P.A.Cuendet (Biochim. Biophys. Acta 250, 447 - 451 (1971)) immobilisieren Lysin an
Polyacrylamidgel und verwenden dieses Gel zur Isolierung von Plasminogen aus Plasma. Nach Waschen mit
einem Phosphatpuffer erfolgt die Elution mit einem Puffer, der 0,5 mol/l 6-Aminocapronsiure enthilt. Durch
Zusatz von Ammonsulfat wird Plasminogen ans dem Eluat gefilit und der gel6ste Niederschlag gegen NaCl-Tris-
Lysin oder Phosphat-NaCl-Puffer dialysiert. Als N-terminale Aminoséure kann nur Glutamin nachgewiesen
werden.

D.Collen und Mitarbeiter (Thromb.Res. 7, 515 - 529 (1975)) beschreiben ebenfalls die Gewinnung von
Plasminogen durch Affinititschromatographie mit Lysin-Agarose aus Plasma bzw. Cohn III-Niederschlag mit
und ohne Aprotininzusatz. Aus Plasma wird so mit Aprotinin reines Glu-Plasminogen gewonnen, ohne
Aprotinin enthélt das Produkt Spuren von Proteinen mit Lys und Val als N-terminale Aminosiure. Aus
Cohn III-Niederschlag wurde ohne Aprotininzusatz ein Préiparat mit einer spontanen proteolytischen Aktivitit
(hervorgerufen durch anwesendes Plasmin) von 0,1 - 1 % isoliert. Bei Zusatz von 25.000 - 50.000 KIE Aprotinin
je kg Cohn Ill-Niederschlag und 5 KIE/ml zu den Wasch- und Elutionslésungen betrug die spontane
proteolytische Aktivitit unter 0,1 %, die Trennung von Glu- und Lys-Plasminogen erfolgte durch
Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephadex A-50.

H.Claeys und Mitarbeiter (Thromb.Res. 3, 515 - 523 (1973) und Biochim. Biophys. Acta, 342, 351 (1974))
extrahieren Plasminogen aus Cohn III-Niederschlag mit einem Phosphatpuffer (0,1 mol/l, pH 7,4), der 10 KIE
Aprotinin/ml enthélt. Nach Adsorption an Lysin-Agarose und Waschung mit einem Phosphatpuffer wird mit
einem Puffer eluiert, der 6-Aminocapronséure (0,2 mol/l) und Aprotinin (20 KIE/ml) enthilt. Das so isolierte
Plasminogen hat eine spontane proteolytische Aktivitit von etwa 0,4 % und als N-terminale Aminoséure neben
Glu auch Lys und Spuren Val und Met. Bei der Aufarbeitung von Plasma nach der gleichen Methode wird als
N-terminale Aminosdure nur Glu nachgewiesen, die-spontane proteolytische Aktivitiit betréigt unter 0,1 %. Die
weitere Reinigung erfolgt durch Gelfiltration (Sephadex G-150) und Ionenaustauschchromatographie (DEAE-
Sephadex A-50). Bei Zusatz von Aprotinin (400 KIE/ml) vor der weiteren Reinigung wird auch mit Cohn III-
Niederschlag als Ausgangsmaterial ein Endprodukt isoliert, das eine spontane proteolytische Aktivitit von unter
0,1 % zeigt und Glu als N-terminale Aminosiure. Die Umwandlung von Glu-Plasminogen in Lys-Plasminogen
gelingt den Autoren durch Inkubation mit Plasmin (Plasminogen/Plasmin 200 : 1 bis 20 : 3) bei 37 °C und wird
durch Zusatz von Trichloressigstiure oder Aprotinin gestoppt.

Alle diese Verfahren weisen Nachteile auf, weil sie sich entweder nicht zur Isolierung von Lys-Plasminogen
in grofem MaBstab eignen, da sie Verfahrensschritte, wie z. B. Gelfiltration umfassen, oder weil sie bei
Raumtemperatur durchgefiihrt werden miissen, wodurch die Gefahr einer bakteriellen Kontamination des
pharmazeutischen Priiparates besteht. Meist fiihren die Verfahren auch zu Préparaten, die Plasmin und damit einen
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hohen Anteil an spontaner proteolytischer Aktivitiit enthalten. Genau das ist aber fiir eine therapeutische
Verwendung unerwiinscht, weil sie nach Applikation der Priparate auf Proenzyme des Gerinnungssystems
einwirkt, sie teilweise zerstort und dadurch zu unerwiinschten Nebenreaktionen fiihrt. Diese proteolytische
Aktivitéit kann zwar inhibiert werden, aber dann verunreinigen wiederum die entstandenen inaktiven Komplexe das
hergestelite Préparat.

Die Erfindung bezweckt die Vermeidung dieser Nachteile und stellt sich die Aufgabe, Lys-Plasminogen mit
einer spezifischen Aktivitdt von mindestens 17,5 caseinolytischen Einheiten pro mg Protein und mindestens
50 mymol Plasminogen pro g Stickstoff sowie einer elektrophoretischen Reinheit von mindestens 90 %
herzustellen, wobei Plasminogen aus Plasma, einer plasminogenhiltigen Fraktion oder einer Gewebekultur
zwecks Reinigung an immobilisiertem Lysin adsorbiert, eluiert und aus dem Eluat mit einem
Proteinfillungsmittel gewonnen wird. :

Die erfindungsgemiBe Aufgabe wird dadurch geldst, dafl eine Losung des so gereinigten Plasminogens auf
eine Plasminaktivitit eingestellt wird, die gegeniiber dem chromogenen Substrat H-D-Valyl-L-Leucyl-L-Lysin-p-
nitroanilid-dihydrochlorid im Bereich von 0,005 bis 0,2 mymol/ml min, vorzugsweise 0,01 bis 0,1 mymol/ml
min, liegt, bei einer Temperatur von +1 °C bis +20 °C, vorzugsweise +4 °C bis +12 °C, wihrend einer Zeitdauer
von 6 bis 60 Stunden, vorzugsweise 15 bis 50 Stunden, gehalten wird, um eine enzymatisch-proteolytische
Umwandlung des Plasminogens in Lys-Plasminogen zu erreichen, worauf die Enzymeinwirkung unterbrochen
und Lys-Plasminogen isoliert wird.

Zur erfindungsgeméBen Einstellung der Plasminaktivitiit kénnen plasmatische Enzyme aus der Gruppe der
Serinproteasen eingesetzt werden. Sie umfassen Plasmin und plasminghnliche Enzyme. Eine Plasminaktivitiit
von 0,01 bis 0,1 mymol/m! min entspricht einem Plasminogen/Plasmin-Verhiltnis von 30.000 : 1 bis
3.000 : 1. Daraus wird ersichtlich, daB die proteolytische Umwandlung des Glu-Plasminogens in Lys-
Plasminogen mit iiberraschend kleinen Enzymmengen durchgefiihrt wird.

Vorzugsweise wird die Plasmineinwirkung auf das Plasminogen durch Zugabe von Inhibitoren unterbrochen.

Durch Verwendung duBerst geringer Mengen an plasmatischem Enzym reichen beim erfindungsgeméfBen
Verfahren auch geringe Mengen an Inhibitoren, um die Enzymeinwirkung zu unterbrechen. Durch den Zusatz von
z. B. 10 bis 200 KIE/ml Aprotinin oder 0,01 bis 1,0 E/ml C1-Esterase-Inhibitor kann die Aktivitit gegeniiber
dem Substrat S 2251 auf weniger oder gleich 0,03 mymol/ml min gesenkt werden. Dieser Wert ist ausreichend,
um die Stabilitdt des Produktes wihrend der weiteren Verarbeitungsschritte, wie Filtration, Gefriertrocknung und
gegebenenfalls Hitzebehandlung zur Inaktivierung eventuell vorhandener Bakterien oder Viren, zu gewéhrleisten.

Zur Begrenzung der Plasmineinwirkung konnen auch andere Inhibitoren, wie alphay-Macroglobulin oder

alphay-Antiplasmin verwendet werden.

Eine giinstige Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens besteht darin, daB die Plasmineinwirkung
auf das Plasminogen wihrend der Durchfithrung einer Dialyse vorgenommen wird,

Eine besonders giinstige Variante des erfindungsgeméBen Verfahrens zur Herstellung von hitzestabilem Lys-
Plasminogen aus Blutplasma oder Blutplasmaprodukten mit einer spezifischen Aktivitiit von mindestens
17,5 caseinolytischen Einheiten pro mg Protein, mindestens 50 nmol Plasminogen pro mg Stickstoff sowie
einer elektrophoretischen Reinheit von mindestens 90 %, ist gekennzeichnet durch die Kombination der
MabBnahmen, daB

a) eine Cohn Fraktion IIT (Niederschlag) mittels eines Phosphatpuffers in Anwesenheit von 0,1 bis 100 KIE
Aprotinin pro ml Pufferlosung extrahhiert wird, um eine Rohplasminogenfraktion zu erhalten,

b) die Rohplasminogenfraktion mit Athanol behandelt wird, um den Hauptanteil der Nicht-
Plasminogenproteine aus dem Extrakt zu fillen und zu entfernen, '

c) aus der #thanolischen L6sung Plasminogen durch Adsorption an immobilisiertem Lysin und anschlieBender
Elution isoliert wird,

d) das so gereinigte Plasminogen mittels Ammoniumsulfat oder Polyithylenglykol (PEG) ausgefillt und
zentrifugiert wird,

e) der Niederschlag geltst, die Losung in Gegenwart von Plasmin dialysiert wird, wobei die Losung
gegeniiber dem chromogenen Substrat S 2251 eine Plasminaktivitit von 0,01 bis 0,1 mymol/ml min aufweist,
sodann

f) mit 10 bis 200 KIE Aprotinin die Enzymeinwirkung unterbrochen und

g) die Losung danach lyophilisiert und das Lyophilisat gegebenenfalls hitzebehandelt wird.

Diese Ausfiihrungsform geht somit von einer Cohn Fraktion III (Niederschlag) aus, wobei aus dieser Fraktion
zuerst ein Extrakt - mit einem Phosphatpuffer - hergestellt wird. Dieser Extrakt enthélt groBe Mengen an inerten
Begleitproteinen, wie z. B. Immunglobuline und Lipoproteine, wobei vor allem letztere wegen schlechter
Filtrationseigenschaften und unspezifischer Wechselwirkungen eine Reinigung mittels Affinitéitschromatographie
an immobilisiertem Lysin erschweren.

Durch eine Fillung mit Athanol kann ein GroBteil dieser stérenden Begleitproteine entfernt werden.

Durch die Anwesenheit von 0,1 bis 100 KIE Aprotinin/ml Pufferlésung wird die Stabilitit des Plasminogens
wihrend der affinitiitschromatographischen Reinigung gewihrleistet. Als Matrix fiir die Affinitdtschromatographie
wird ein Gel verwendet, das Lysin als Ligand enthalt, vorzugsweise ein Lysin-Polyacrylamidgel. Nach der
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Adsorption werden die restlichen Begleitproteine durch Waschung - vorzugsweise mit einem Phosphatpuffer -
entfernt und anschlieBend wird Plasminogen eluiert. Diese affinititschromatographische Reinigung kann je nach
AnsatzgroBe in einer Saule oder in einem batch-Verfahren durchgefiihrt werden,

Durch Behandeln des Eluates mit Proteinfillungsmitteln, wie z. B. Ammonsulfat oder Polyithylenglykol
4000, wird ein Zwischenprodukt ausgefillt, das in seinen Eigenschaften dem in der Literatur beschriebenen
Glu-Plasminogen entspricht und in der SDS-PAGE ein Molekulargewicht von 92.000 zeigt.

Schon mit #uBerst geringen Mengen an Plasmin kann dieses Zwischenprodukt in ein fibrinolytisches
Proenzym iibergefiihrt werden, das die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von Lys-Plasminogen
aufweist und in der SDS-PAGE ein Molekulargewicht von 84.000 zeigt.

Durch wahlweise Zugabe von Plasmin oder Aprotinin kann die proteolytische Aktivitit der Losung des
gereinigten Plasminogens (= Glu-Plasminogen) erhoht oder gesenkt werden, so daB der oben genannte Bereich
von vorzugsweise 0,01 bis 0,1 mymol/ml min auf diese Weise sehr einfach eingestellt werden kann. Die
Enzymwirkung in der Losung wird nach der Umwandlung mit Aprotinin unterbrochen, die Losung lyophilisiert
und das Lyophilisat gegebenenfalls hitzebehandelt.

Die zur Durchfiihrung des erfindungsgemiBen Verfahrens erforderlichen Methoden werden nachfolgend niher
erliutert.

Bestimmung der spontanen proteolytischen Aktivitit mit dem chromogenen Substrat H-D-Valyl-I-Leucyl-L-

Lysin-p-nitroanilid-dihydrochlorid (S 2251, Firma Kabi)

Das Prinzip besteht darin, daB Plasmin und andere proteolytische Enzyme aus dem chromogenen Substrat
p-Nitroanilin abspalten, dessen Freisetzung spektrophotometrisch als Zunahme der Extinktion bei 405 nm
gemessen werden kann,

Die Proben werden zunzchst im Verhaltmis 1:2,1:5,1: 10 und 1 : 20 vorverdiinnt, wofiir ein wisseriges
Losungsmittel mit pH = 7,2, enthaltend 10 mmol/l Lysin, 0,5 Gew.% PEG 6000 und 50 Gew.% Glycerin
verwendet wird.

Das chromogene Substrat wird in destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 5 mmol/l gelost. Als
Testpuffer dient eine wisserige Losung vom pH = 7,2, enthaltend 50 mmol/l Tris und 180 mmol/1 NaCl.

Zur Bestimmung werden 0,25 ml Probenverdiinnung mit 0,55 ml Testpuffer gemischt, 2 min bei 37 °C
inkubiert, und nach Zusatz von 0,05 ml Substratiésung wird die Zunahme der Extinktion bei 405 nm bei einer
Temperatur von 37 °C verfolgt. Die Berechnung der Aktivitit erfolgt nach der Formel

AE/min.0,321.Verdiinnungsfaktor = mymol/ml min

Bestimmung der spezifischen Aktivitiit von Plasminogen

a) Caseinolytische Einheiten (CU)/mg Protein

Dazu wird Plasminogen durch Umsetzung mit Streptokinase zu Plasmin aktiviert, das von Casein Fragmente
abspaltet, die in Trichloressigsaure 16slich sind und durch spektrophotometrische Messung der Extinktion im
Uberstand bei 280 nm erfaBbar sind.

Die Vorverdiinnung der Proben auf eine Aktivitit von 0,5 bis 2,5 CU/ml erfolgt mit einer wisserigen
Lésung vom pH = 9,0, enthaltend 50 mmol/l Tris, 20 mmol/l Lysin, 0,1 mol/l NaCl und 1 mmol/l EDTA.

Das Substrat wird durch Losen von Casein nach Hammarsten (4 %) in einem Phosphatpuffer (67 mmol/l,
pH 7.4) hergestellt. ‘

Zur Aktivierung wird eine Losung von Streptokinase (2500 IE/ml) in Phosphatpuffer wie oben verwendet.

Zur Durchfithrung der Bestimmung werden im Eisbad 2,0 ml Caseinl6sung, 1,4 ml Phosphatpuffer
(67 mmol/l, pH 7,4), 0,4 ml Probenverdiinnung und 0,2 ml Streptokinaselésung gemischt, wobei fiir den
Blindwert statt der Probenverdiinnung Puffer pipettiert wird. Nach 30-miniitigem Erhitzen auf 37 °C werden die
Proben wieder ins Eisbad gestellt und das nicht gespaliene Casein wird durch Zusatz von 6 ml 15 %
Trichloressigsdure ausgefillt. Nach mindestens 30-miniitiger Stehzeit bei Raumtemperatur wird iiber Faltenfilter
filtriert und die Extinktion im Uberstand gegen den Blindwert bei 280 nm gemessen.

Die Berechnung der caseinolytischen Aktivitit erfolgt nach der Formel

E280 . 16,3 . Verd. = CU/ml

Es werden jeweils von mindestens zwei verschiedenen, innerhalb des MeBbereiches liegenden Verdiinnungen,
Doppelbestimmungen durchgefiihrt,

Die Umrechnung in die spezifische Aktivitit (CU/mg Protein) erfolgt durch Division der caseinolytischen
Aktivitit durch den Proteinwert (Kjeldahl, in mg/ml).

b) Mikromol Plasminogen/g Protein-Stickstoff
Diese Bestimmungsmethode ist als "Active-Site-Cross-Titration" bekannt. Dazu wird zunichst Plasminogen
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durch Komplexbildung mit Streptokinase aktiviert. Dieser Komplex reagiert mit p-Nitrophenol-p'-guanidino-
benzoat unter Freisetzung von p-Nitrophenol, das spektrophotometrisch durch Messung der Extinktion bei
400 nm bestimmt wird.

Folgende Reagenzien werden verwendet:

Testpuffer (pH = 7,7): 100 mmol/l NayHPO,

1 mmol/l 6-Aminocapronsiure
Streptokinase-Puffer: 30 mmol/l Na,HPO,

150 mmol/l Na-Glutamat
Titrierlosung: 2,5 mmol/l p-Nitrophenyl-p'-guanidino-benzoat in trockenem DMSO (getrocknet iiber

Molekularsieb 4.10'7mm)
Standardl6sung: 1,0 mg p-Nitrophenol je 1 ml in trockenem DMSO. Vor der Verwendung werden 5 ml mit
trockenem DMSO auf 100 ml verdiinnt.

Zur Durchfithrung der Bestimmung werden 1 ml Testpuffer, 50 myl Streptokinaselésung (etwa 200 nmol/mI)
und "V" myl Probe 20 bis 30 min bei 25 °C inkubiert und die Extinktion bei 400 nm wihrend 2,5 min
gemessen. Nach Zusatz von 20 myl Titrierlosung wird gemischt und erneut die Extinktion bei 400 nm verfolgt.
Die nach Zugabe der Tltnerlosung gemessene Extinktionszunahme, sie soll zwischen 0,08 und 0,12 liegen, geht
als "At" in die Berechnung ein.

Blanklauf: Statt Streptokinase wird Slreptokmase-Puffer und statt der Probe wird das gleiche Volumen eines
Puffers zugesetzt, der dieselbe Salzzusammensetzung wie die Probe hat, sonst erfolgt die Durchfiihrung wie beim
Testlauf, Die Extinktionszunahme geht als "Ab" in die Berechnung ein.

Standardlauf: Durchfiihrung wie Blanklauf, statt der Titrierlésung wird aber Standardlésung zugesetzt. Die
Extinktionszunahme geht als "As" in die Berechnung ein.

Die Berechnung der Plasminogenaktivitiit erfolgt mit der Formel

(At - Ab) . 20 . 0,00036 . 106

= mymol/l
As.V

Durch Division dieser Aktivitit mit dem Gehalt der Losung an Protein-Stickstoff (Kjeldahl, in g/1) ergibt
sich die spezifische Aktivitit des Plasminogens in mymol/g Protein-Stickstoff.

Bestimmun Molekulargewich DS-Pol lamid-Gelelektrophor DS-PAGE

Diese Methode besteht darin, daB8 durch Zusatz von SDS Proteine einheitlich geladen werden und in einem
Polyacrylamidgel bei Anlegen einer elektrischen Spannung entsprechend ihrer MolekiilgréBe wandern. Durch
Vergleich der Wanderungsweite mit der von Kalibratorproteinen mit bekanntem Molekulargewicht kann das
Molekulargewicht der zu untersuchenden Proben bestimmt werden,

Zur Durchfiihrung werden 47,5 g Acrylamid und 2,5 g N,N-Methylen-bis-acrylamid in einer wisserigen
Pufferlosung vom pH-Wert 7,1, enthaltend 6 mol/l Harnstoff, 0,1 mol/t Tris und 0,1 %
SDS (Natriumdodecylsulfat) gelost.

57 ml dieser Losung, 3 ml einer 0,5 % wiisserigen Ammon1umperoxod1sulfat-Lesung und 90 myl
N.N,N'N'- Tetramethyl-ethylendlamm werden rasch gemischt und in einen GelgieBstand gefullt Nach erfolgter
Polymerisation wird das Gel in eine Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Die Proben werden mit einer Losung, die
9 mol/l Harnstoff und 4,5 % SDS enthilt, auf eine Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml verdiinnt, Nach weiterer
Verdiinnung (1 + 1) mit Glycerin-Bromphenolblau werden je 6 myl Probe aufgetragen. Fiir die Elektrophorese
wird ein Puffer vom pH = 7,1 verwendet, der 0,1 mol/l Tris, 0,1 % SDS und 0,001 % Natriumazid enthlt. Die
Elektrophorese wird wahrend 10 min bei 50 V und anschlieBend 3 h bei 100 V durchgefiihrt. AnschlieBend wird
das Gel wihrend einer Stunde bei Raumtemperatur mit einer Losung von 2 g Coomassie-Blau in 455 ml
Methanol, 455 ml Wasser und 90 ml Eisessig gefirbt. Die Entfarbung erfolgt mit einer Mischung aus 2,5 1
Methanol, 1,0 1 Eisessig und 6,5 1 Wasser.

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes werden die Wanderungsweiten gemessen, diese sind proportional
dem Logarithmus des Molekulargewichtes. Aus einem parallel analysierten Kalibrator wird so eine Eichgerade
ermittelt, auf der das Molekulargewicht der zu untersuchenden Probe abgelesen werden kann.

Wenn in der zu untersuchenden Probe mehrere Proteinbanden zu erkennen sind, so wird deren Verteilung durch
densitometrische Auswertung der Extinktion bei 601 nm bestimmt.

Herstellung von Lysin-Polyacrylamidgel

100 g Biogel P-300 (0,15 bis 0,30 mm, Polyacrylamidgel der Fa. Bio-Rad) werden in 2,6 1 Wasser wihrend
2 h bei 47 °C gequollen und durch Umsetzung mit 1,2 1 Hydrazinhydrat wihrend 20 h bei 47 °C in das Hydrazid
tibergefiihrt. Mit destilliertem Wasser wird bis zur Erreichung eines pH-Wertes unter 8,5 gewaschen (Filtration
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iiber Biichner-Trichter). Das gewaschene Gel wird in 6 1 0,3 N HCI suspendiert und der pH-Wert auf 1,1
korrigiert. Nach Kiihlung auf 0 °C wird eine kalte Losung von 56 g Natriumnitrit in 200 ml Wasser zugesetzt
und 3 min geriihrt. Nach der Zugabe einer Losung von 730 g Lysin in 2 1 Wasser wird mindestens 3 h bei einer
Temperatar von maximal +4 °C und einem pH-Wert von 9,5 geriihrt. AnschlieBend wird weitere 16 h bei +4 °C
geriihrt, Nach dreimaligem Waschen mit je 20 1 Wasser und Filtration iiber Biichner-Trichter wird mit 15 1 einer
Losung, die 107 g/l Ammonchlorid enthlt (pH = 8,8) 16 bis 20 h bei +4 °C geriihrt. AnschlieBend wird das Gel
mit Wasser und danach noch mit einem Phosphatpuffer gewaschen.
Das erfindungsgemzBe Verfahren wird anhand der folgenden Beispiele noch niher erliutert.

Beispiel 1:

1 kg Cohn III-Niederschlag wurde bei 0 °C in 10 1 eines Phosphatpuffers mit pH 7,4 suspendiert, dem vorher
10 KIE/ml Aprotinin zugesetzt worden waren. Unter Kiihlung bis auf -2 °C wurde Athanol bis zu einer
Endkonzentration von 10 % zugesetzt. Nach 15-stiindigem Riihren bei einer Temperatur von -2 °C wurde
zentrifugiert und der Uberstand iiber ein Tiefenfilter auf Cellulosebasis (AMF Cuno Zeta Plus 50 S) filtriert.
Anschliefend wurde mit 5 1 Phosphatpuffer verdiinnt und 500 g Lysin-Polyacrylamidgel eingefiihrt. Nach einer
Riihrzeit von einer Stunde bei 0 °C wurde das mit Plasminogen beladene Gel durch Filtration iiber
Biichnertrichter abgetrennt und so oft mit einem Phosphatpuffer gewaschen, bis im Filtrat kein Protein mehr
nachweisbar war. Durch Riihren mit einer Losung von 6-Amino-capronsiure (0,1 mol/l) in Phosphatpuffer wurde
Plasminogen eluiert und anschlieBend durch Zusatz von 261 g Ammonsulfat je kg Eluat ausgefillt.

Der durch Zentrifugation gewonnene Niederschlag wurde in 32 ml eines isotonen Phosphat/Kochsalzpuffers
geldst. Da die Weiterverarbeitung zu der erfindungsgemaBen Priiparation von der Gegenwart eines plasmatischen
Enzyms, ndmlich Plasmin, mit der angegebenen Aktivitit abhingig ist, wird zunichst die Plasminaktivitit der
Losung gegeniiber dem chromogenen Substrat S 2251 gemessen. Sie betrug 0,045 mymol/ml, so daB in diesem
Fall eine Korrektureinstellung nicht erforderlich war. In der SDS-PAGE konnte vor der Durchfiihrung der
anschlieBend vorgesehenen Dialyse nur eine Bande mit einem Molekulargewicht von 92.000
(= Glu-Plasminogen) nachgewiesen werden.

Nach der Dialyse gegen eine isotone Phosphat/Kochsalzltsung wahrend 36 h bei einer Temperatur von 5,0 °C
wurden 50 KIE/ml Aprotinin zugesetzt. Die Aktivitit gegeniiber dem Substrat S 2251 betrug nun
0,01 mymol/ml min. Der Test auf caseinolytische Aktivitit ergab 342 CU/ml. Dies entspricht bei einem
Proteingehalt von 15,6 g/l (nach Kjeldahl) einer spezifischen Aktivitit von 21,9 CU/mg. Die Active-Site-Cross-
Titration lieferte eine Aktivitit von 164 mymol/ und somit eine spezifische Aktivitit von 65,7 mymol/g
Protein-Stickstoff. Wihrend der Dialyse konnte in der SDS-PAGE die Umwandlung des Proteins mit dem
Molekulargewicht 92.000 (= Glu-Plasminogen) in ein Protein mit dem Molekulargewicht 84.000
(=Lys-Plasminogen) nachgewiesen werden. Der Anteil an diesem Produkt betrug 98 %. :

Nach dem Zusatz von 20 mmol/l Lysin wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt und danach filtriert und
gefriergetrocknet. Der Wassergehalt des Lyophilisates wurde auf 7,8 Gew.% gebracht und anschlieBend zur
Inaktivierung von eventuell vorhandenen Bakterien oder Viren 10 h auf 60 °C erhitzt. Nach Losen in destilliertem
Wasser wurde sterilfiltriert, steril abgefiillt und erneut gefriergetrocknet. Das so hergestellte Endprodukt zeigte in
den Tests auf spezifische Aktivitit und elektrophoretische Reinheit gegeniiber jenem Produkt, das unmittelbar
nach der Dialyse erhalten wurde, unverénderte Ergebnisse.

Die Extraktion von Cohn III-Niederschlag, Athanolféllung und Filtration erfolgten wie in Beispiel 1. Nach
der Verdiinnung mit Phosphatpuffer wurde die Losung durch eine Chromatographiesiule gepumpt, die mit 100 g
Lysin-Polyacrylamidgel gepackt worden war. Waschen und Elution wurden mit den in Beispiel 1 beschriebenen
Losungen, aber in der Chromatographiesiule durchgefiihrt. Die Fillung aus dem Eluat mit Ammonsulfat und
Losen des Niederschlages erfolgte wie in Beispiel 1. In der SDS-PAGE wurde nur eine Bande mit
Molekulargewicht von 92.000 nachgewiesen. Die Aktivitit gegeniiber dem chromogenen Substrat S 2251 betrug
0,003 mymol/ml min. Durch Zusatz von Plasmin wurde sie auf 0,016 mymol/ml min erhoht. Nach der Dialyse
wihrend 43 h bei 7 °C und anschlieBendem Zusatz von 100 KIE/ml Aprotinin wurde in der SDS-PAGE ein
Anteil der Bande mit einem Molekulargewicht von 84.000 (= Lys-Plasminogen) von groBer 98 % gefunden. Die
spezifische Aktivitit betrug 22,3 CU/mg Protein bzw. 60,5 mymol/g Stickstoff.

Beispiel 3:

Die Extraktion von Cohn III-Niederschlag mit Phosphatpuffer wurde nach Zusatz von 2 KIE/ml Aprotinin
durchgefiihrt. Die weitere Verarbeitung bis zur Fillung mit Ammonsulfat und Lésung des Niederschlages erfolgte
wie im Beispiel 2.

Die Aktivitit der Losung gegeniiber dem chromogenen Substrat § 2251 betrug 0,014 mymol/ml min. Nach
der Dialyse wihrend 22 h bei einer Temperatur von 11,7 °C und anschlieBendem Zusatz von 20 KIE/ml
Aprotinin wurde eine spezifische Aktivitit von 20,5 CU/mg Protein bzw. 56,3 mymol/g Protein-Stickstoff
gefunden, der Anteil an Lys-Plasminogen in der SDS-PAGE betrug 96 %.
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Beispiel 4:

Die Isolierung von Plasminogen erfolgte bis einschlieflich der Elution von Lysin-Polyacrylamidgel, wie in
Beispiel 3 beschrieben. Durch Zusatz von 70 g Polyithylenglykol 4000 zu 350 ml Eluat wurde Plasminogen
ausgefillt. Der durch Zentrifugation gewonnene Niederschlag wurde in 15 ml eines Phosphat/NaCl-Puffers
geldst; in der SDS-PAGE konnte nur "Glu-Plasminogen” mit einem Molekulargewicht von 92.000
nachgewiesen werden. Nach Zusatz von Plasmin betrug die mit dem Substrat S 2251 gemessene Aktivitit
0,01 mymol/ml min; es wurde 42 Stunden bei einer Temperatur von 6,6 °C dialysiert, anschlieBend wurde
Aprotinin (50 KIE/ml) zugesetzt.

Der Anteil an Lys-Plasminogen in der SDS-PAGE betrug 95 %; es wurde eine spezifische Aktivitit von
23,4 CU/mg Protein bzw. 59,0 mymol/g Proteinstickstoff gefunden.

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von Lys-Plasminogen, mit einer spezifischen Aktivitit von mindestens
17,5 caseinolytischen Einheiten/mg Protein und mindestens 50 mymol/g Protein-Stickstoff sowie einer
elektrophoretischen Reinheit von mindestens 90 %, wobei Plasminogen aus Plasma, einer plasminogenhéltigen
Fraktion oder einer Gewebekultur zwecks Reinigung an immobilisiertem Lysin adsorbiert, eluiert und aus dem
Eluat mit einem Proteinfallungsmittel gewonnen wird, dadurch gekennzeichnet, daB eine Losung des so
gereinigten Plasminogens auf eine Plasminaktivitit eingestellt wird, die gegeniiber dem chromogenen Substrat
H-D-Valyl-L-Leucyl-L-Lysin-p-nitroanilid-dihydrochlorid im Bereich von 0,005 bis 0,2 mymol/m! min,
vorzugsweise 0,01 bis 0,1 mymol/ml min, liegt, bei einer Temperatur von +1 °C bis +20 °C, vorzugsweise
+4 °C bis +12 °C, wihrend einer Zeitdauer von 6 bis 60 Stunden, vorzugsweise 15 bis 50 Stunden, gehalten
wird, um eine enzymatisch-proteolytische Umwandlung des Plasminogens in Lys-Plasminogen zu erreichen,
worauf die Enzymeinwirkung unterbrochen und Lys-Plasminogen isoliert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Plasmineinwirkung auf das Plasminogen
durch Zugabe von Inhibitoren unterbrochen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Inhibitoren zur Begrenzung der
Plasmineinwirkung Aprotinin in einer Menge von 10 bis 200 KIE/ml, C1-Esterase-Inhibitor in einer Menge von
0,01 bis 1,0 E/ml, alphaz-Macroglobulin oder alpha?_-AnLiplasmin verwendet werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da die Plasmineinwirkung auf das
Plasminogen wihrend der Durchfiihrung einer Dialyse vorgenommen wird.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, zur Herstellung von hitzestabilem
Lys-Plasminogen aus Blutplasma oder Blutplasmaprodukten mit einer spezifischen Aktivitdt von mindestens
17,5 caseinolytischen Einheiten pro mg Protein, mindestens 50 nmol Plasminogen pro mg Stickstoff sowie
einer elektrophoretischen Reinheit von mindestens 90 %, gekennzeichnet durch die Kombination der
MaBnahmen, daB

a) eine Cohn Fraktion III (Niederschlag) mittels eines Phosphatpuffers in Anwesenheit von 0,1 bis 100 KIE
Aprotinin pro ml Pufferlsung extrahiert wird, um eine Rohplasminogenfraktion zu erhalten,

b) die Rohplasminogenfraktion mit Athanol behandelt wird, um den Hauptanteil der Nicht-Plasminogenproteine
aus dem Extrakt zu fillen und zu entfernen,

¢) aus der dthanolischen Losung Plasminogen durch Adsorption an immobilisiertem Lysin und anschlieBender
Elution isoliert wird,

d) das so gereinigte Plasminogen mittels Ammoniumsulfat oder Polyithylenglykol (PEG) ausgefdllt und
zentrifugiert wird,

e) der Niederschlag gelost, die Losung in Gegenwart von Plasmin dialysiert wird, wobei die Losung gegeniiber
dem chromogenen Substrat H-D-Valyl-L-Leucyl-L-Lysin-p-nitroanilid-dihydrochlorid eine Plasminaktivitit von
0,01 bis 0,1 mymol/ml min aufweist, sodann

f) mit 10 bis 200 KIE Aprotinin die Enzymeinwirkung unterbrochen und

g) die Losung danach lyophilisiert und das Lyophilisat gegebenenfalls hitzebehandelt wird.
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