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Plasminogenaktivierende Substanz, deren Herstellung und Verwendung.

@ Eine neue plasminogenaktivierende Substanz hat
folgende Eigenschaften:

(a) ein Molekulargewicht von 80000 £ 10000;

(b) einen isoelektrischen Punkt von 7,1;

(c) ein Ultraviolett-Absorptionsspektrum mit einem Peak
(A max) bei einer Wellenlidnge von 278 nm;

(d) eine derartige fibrinolytische Aktivitit, dass eine
Platte eines mit Calcium versetzten Standardfibrins
durch Lyse angegriffen wird, eine erwirmte Fibrin-
platte jedoch keine lytische Zersetzung erfihrt;

(e) eine solche thermische Stabilitit, dass bei zehnminii-
tigem Erwirmen auf 80 C die plasminogenaktivie-
rende Wirkung auf die Hilfte der urspriinglichen Wir-
kung zuriickgeht, und bei einer dreissigminiitigen Er-
wirmung auf 60 C die plasminogenaktivierende Wir-
kung auf 30 bis 40 % der urspriinglichen Wirkung
zuriickgeht;

(f) Loslichkeit in einer Salzldsung, jedoch Unloslichkeit
in wasserldslichen organischen Losungsmitteln und

(g) eine lytische Wirksamkeit auf synthetische Substrate,
derart, dass Glutaryl-Gly-Arg-MCA sowie Pro-Phe-
Arg-MCA nur spirlich hydrolysiert werden (MCA
bedeutet 4-Amino-7-methylcumarin).

Diese Substanz gewinnt man durch Extraktion aus

Schweinegalle, indem man die Galle mit einem wasserl6s-

lichen organischen Lésungsmittel fraktioniert, die gebil-

dete Fillung mit einer Pufferlésung vom pH 7,0 bis 8,0

extrahiert, die so gebildete Extraktldsung mit Aceton
fraktioniert, die anfallende Fillung einer zweiten Extrak-
tion mit einer Pufferlésung vom pH 7,0 bis 8,0 unter-
wirft und die erhaltene zweite Extraktlosung durch Ab-
sorptionschromatographie an Hydroxylapatit, durch
Ionenaustauschchromatographie an- einem Anionaus-
tauscher oder durch Adsorptionschromatographie an ei-
nem hydrophoben ‘Adsorptionsmittel nochmals fraktio-
niert, wobei man eine Fraktion erhidlt, welche die ge-
nannte plasminogenaktivierende Substanz in guter Rein-
heit enthilt.

Diese plasminogenaktivierende Substanz wird in ei-
nem Mittel zur Behandlung von Thrombosen verwendet,
da die Substanz eine fibrinolytische Wirksamkeit auslost.
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PATENTANSPRUCHE
1. Plasminogenaktivierende Substanz, die ein Extrakt aus
Schweinegalle ist und die folgenden Eigenschaften aufweist:

(a) ein Molekulargewicht von 80000+ 10000;

(b) einen isoelektrischen Punkt von 7,1;

(¢) ein Ultraviolett-Absorptionsspektrum mit einem Peak
bei einer Wellenldnge Amax von 278 nm;

(d) eine derartige fibrinolytische Aktivitit, dass eine Platte
eines mit Calcium versetzten Standardfibrins durch Lyse
angegriffen wird, eine erwidrmte Fibrinplatte jedoch keine
lytische Zersetzung erfidhrt;

(e) eine solche thermische Stabilitit, dass bei zehnminii-
tigem Erwirmen auf 80°C die plasminogenaktivierende Wir-
kung auf die Halfte der urspriinglichen Wirkung zuriickgeht,
und bei einer dreissigmintitigen Erwdrmung auf 60°C die
plasminogenaktivierende Wirkung auf 30 bis 40% der
urspriinglichen Wirkung zuriickgeht;

(f) Loslichkeit in einer Salzlésung, jedoch Unléslichkeit in
wasserldslichen organischen Losungsmitteln, und

(g) eine lytische Wirksamkeit auf synthetische Substrate,
derart, dass Glutaryl-Gly-Arg-(7-Amino-4-methyl-cumarin),
sowie Pro-Phe-Arg-(7-Amino-4-methyl-cumarin) nur
spérlich hydrolysiert werden.

2. Verfahren zur Herstellung einer plasminogenaktivie-
renden Substanz geméss Anspruch 1 aus Schweinegalle,
dadurch gekennzeichnet, dass man

zunichst Schweinegalle mit einem wasserlslichen organi-
schen Ldsungsmittel unter Erhalt einer ersten Fallung frak-
tioniert; -

die erhaltene erste Fillung einer ersten Extraktion mit
einer Pufferlésung vom pH 7,0 bis 8,0 unter Erhalt einer
ersten Extraktlésung unterwirft;

diese erste Extraktlosung mit Aceton unter Erhalt einer
zweiten Fillung fraktioniert;

diese zweite Fillung einer zweiten Extraktion mit einer
Pufferlésung vom pH 7,0 bis 8,0 unter Erhalt einer zweiten
Extraktlosung unterwirft, und

diese zweite Extraktldsung erneut fraktioniert, und zwar
durch Absorptionschromatographie unter Verwendung von
Hydroxylapatit, durch Ionenaustauschchromatographie mit-
tels eines Anionenaustauschers oder durch hydrophobe
Adsorptionschromatographie mittels eines hydrophoben
Adsorptionsmittels, wodurch man eine Fraktion erhilt,
welche die plasminogenaktivierende Substanz enthilt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man als wasserlgsliches organisches Losungsmittel
Aceton, Methylalkohol, Athylalkohol und/oder Isopropyl-
alkohol verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,

dass man die erste Fraktionierung in Gegenwart eines wasser-

l6slichen Salzes ausfiihrt.
5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die Pufferlosung der ersten Extraktion ausser dem
Ammoniumsulifat noch Harnstoff in einer molaren Konzen-
tration von 2 bis 6 M enthilt.

5 10. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die erste Extraktion bei einer Temperatur von 5°C oder
darunter ausgefithrt wird.

11. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die zweite Fraktionierung bei einer Temperatur von 5°C

10 oder darunter ausgefiihrt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die erste Extraktionsldsung ein wasserldsliches Calcium-
salz in einer molaren Konzentration von 0,01 bis 0,1 M ent-
hilt.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als wasserl6sliches Calciumsalz Calciumacetat
oder/und Calciumchlorid eingesetzt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass der Hydroxylapatit mit einer 0,02molaren Phosphatpuf-

15

20 ferldsung mit einem pH von circa 7,0, welche Harnstoff in

einer Konzentration von 2 bis 6 M enthilt, bis zum Adsorp-
tionsgleichgewicht behandelt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Anionaustauscher bei der Jonenaustauschchro-

25 matographie Cellulosederivate mit schwach basischen anion-

austauschenden Gruppen oder Gele verwendet.

16. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Jonenaustauschchromatographie bei einem pH
im Bereich von 5 bis 8 ausfiihrt.

17. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die bei der dritten Fraktionierung erhaltene Fraktion
durch Eindampfen oder/und Ultrafiltration aufkonzentriert.

18. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die bei der dritten Fraktionierung erhaltene Fraktion

35 zusétzlich durch ein Molekularsieb gereinigt wird.

19. Medikament gegen Thrombosen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es als Wirkstoffkomponente eine plasminogen-
aktivierende Substanz gemiss Anspruch 1 enthilt.

40

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine plasmino-

45 genaktivierende Substanz, auf ein Verfahren zu deren Her-

stellung sowie ein Medikament, welches diese Substanz ent-
hilt. Die erfindungsgemésse plasminogenaktivierende Sub-
stanz ist ein Extrakt aus der Galle von Schweinen und besitzt
eine iiberragende plasminogenaktivierende Wirksamkeit in

so ausgedehnten Bereichen des pH und der Temperatur. Wei-

terhin betrifft die Erfindung die Herstellung dieser Substanz

sowie deren Verwendung in einem Mittel gegen Thrombose.
Es ist bekannt, dass das Blut unter normalen Verhiltnissen

Plasminogen enthélt, welches die Fibrinolyse nicht bewirkt,

dass man als wasserldsliches Salz Ammoniumsulfat, Ammo- ss5 und dieses Plasminogen kann durch die Einwirkung einer

niumacetat, Kaliumacetat oder/und Natriumacetat ver-
wendet.

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die erste Fraktionierung bei Zimmertemperatur
oder einer darunterliegenden Temperatur ausfiihrt.

7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Pufferlosung bei der ersten Extraktion
Losungen von Ammoniumformiat, Ammoniumacetat, Tris-
chlorhydrat oder/und Natriumphosphat verwendet, welche
jeweils einen pH-Wert im Bereich von 7,0 bis 8,0 aufweisen.

8. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,

dass die Pufferldsung der ersten Extraktion Ammoniumsulfat

in einer molaren Konzentration von 0,01 bis 0,1 M ent hilt.

plamsinogenaktivierenden Substanz in das Plasmin iiber-
fiihrt werden, welches nun in der Lage ist, Fibrin zu spalten.
Es liegt auf der Hand, dass eine plasminogenaktivierende
Substanz ein Medikament zur Bekdmpfung von Thrombosen

60 darstellt. Gegenwiértig wird die plasminogenaktivierende

Substanz aus menschlichem Urin hergestellt, und man nennt
diese Substanz Urokinase. Es leuchtet ein, dass es schwierig
ist, Urokinase im industriellen Massstab herzustellen. Im
Jahre 1963 wurde durch S. Oshiba und S. Hata gefunden,

65 dass in der Galle von Hunden und Kaninchen eine Substanz

enthalten ist, welche sich von den bekannten Gallensiure-
salzen unterscheidet, jedoch in der Lage ist, Plasminogen zu
aktivieren. Durch weitere Forschungen wurde dann



gefunden, dass die plasminogenaktivierende Substanz aus
der Galle von Hunden und Kaninchen ein nicht dialysier-
bares Protein ist, welches in die Gruppe der Pseudoglobuline
oder Albumine gehdrt und mit einer 50%igen geséttigten
Ammoniumsulfatldsung ausgefillt werden kann. Diese For-
scher benannten die erhaltene plasminogenaktivierende Sub-
stanz Bilokinase (BK) [siehe J. Physiol. Soc., Japan, 29,
116-126 (1967)].

Es wurde aber weiterhin gefunden, dass die aus der Galle
von Hunden und Kaninchen isolierte plasminogenaktivie-
rende Substanz durch dreissigminiitiges Erwdrmen auf eine
Temperatur von 60°C leicht inaktiviert wird, und dass die
plasminogenaktivierende Wirksamkeit nur in einem relativ
engen pH-Bereich von 4 bis 9 auftritt. Weiterhin ist es
schwierig, grosse Mengen an Hunde- und Kaninchengallen
zusammenzutragen.

Unter diesen geschilderten Verhéltnissen besteht ein
starker Bedarf nach einer neuen plasminogenaktivierenden
Substanz, die leicht und in grossen Mengen zugénglich ist, in
einem weiten pH-Bereich eine ausgezeichnete plasminogen-
aktivierende Wirksamkeit entfaltet und eine hohe Wider-
standsfahigkeit gegen Denaturierung bei erh6hten Tempera-
turen aufweist.

Hauptaufgabe der vorliegenden Erfindung war daher eine
plasminogenaktivierende Substanz, die einen Extrakt aus der
Galle von Schweinen darstellt und eine ausgezeichnete plas-
minogenaktivierende Wirksamkeit in einem weiten
pH-Bereich sowie eine hohe thermische Stabilitit besitzt; wei-
terhin stellte sich als erfindungsgemésse Aufgabe ein Ver-
fahren zur Herstellung dieser Substanz aus Schweinegalle
und ihre Verwendung in einem Mittel gegen Thrombose.

Diese genannten Aufgaben werden nun durch die erfin-
dungsgemdsse plasminogenaktivierende Substanz gel6st,
welche einen Extrakt aus der Galle von Schweinen darstellt
und die folgenden Eigenschaften aufweist:

(a) ein Molekulargewicht von 80 000%10 000;

(b) einen isoelektrischen Punkt von 7,1;

(c) ein Ultraviolett-Absorptionsspektrum mit einem Peak
(A max) bei einer Wellenldnge von 278 nm;

(d) eine derartige fibrinolytische Aktivitét, dass eine Platte
eines mit Calcium versetzten Standardfibrins durch Lyse
angegriffen wird, eine erwédrmte Fibrinplatte jedoch keine
lytische Zersetzung erfahrt;

(e) eine solche thermische Stabilitidt, dass bei zehnminii-
tigem Erwédrmen auf 80°C die plasminogenaktivierende Wir-
kung auf die Hélfte der urspriinglichen Wirkung zuriickgeht,
und bei einer dreissigminiitigen Erwdrmung auf 60°C die
plasminogenaktivierende Wirkung auf 30 bis 40% der
urspriinglichen Wirkung zuriickgeht;

(f) Léoslichkeit in einer Salzldsung, jedoch Unléslichkeit in
wasserldslichen organischen Losungsmitteln und

(g) eine lytische Wirksamkeit auf synthetische Substrate,
derart, dass Glutaryl-Gly-Arg-MCA sowie Pro-Phe-
Arg-MCA nur spérlich hydrolysiert werden.

«MCADp ist hier und im folgenden die Abkiirzung fiir den
7-Amino-4-methylcumarinrest.

Die derart definierte plasminogenaktivierende Substanz
wird vorzugsweise nach dem erfindungsgemassen Verfahren
erhalten, welches aus den folgenden Schritten besteht:

eine erste Fraktionierung der Schweinegalle mit einem
wasserl@slichen organischen Losungsmittel unter Erhalt
einer ersten Fillung;

erste Extraktion der erhaltenen ersten Féllung mit einer
Pufferldsung, welche ein pH im Bereich von 7,0 bis 8,0 auf-
weist, wobei eine erste Extraktlosung anfallt;
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zweite Fraktionierung der ersten Extraktldsung mit Aceton
unter Erhalt einer zweiten Féllung;
Ausfiihrung einer zweiten Extraktion an der zweiten Fil-
lung mit einer ein pH im Bereich von 7,0 bis 8,0 aufwei-
5 senden Pufferlosung unter Herstellung einer zweiten Extrakt-
16sung und
eine dritte Fraktionierung der zweiten Extraktldsung durch
Adsorptionschromatographie an Hydroxylapatit, durch
Ionenaustauschchromatographie mit einem Anionenaustau-
10 scher oder durch hydrophobe Adsorptionschromatographie
mit einem hydrophoben Adsorptionsmittel, wobei eine Frak-
tion anfillt, die die oben beschriebene plasminogenaktivie-
rende Substanz enthalt.

15 Falis es erforderlich ist, konnen die beschriebenen Schritte
des Verfahrens durch weitere einfache Schritte ergénzt
werden, insbesondere Aufkonzentrierung und/oder zusitz-
liche Reinigung der nach der dritten Fraktionierung erhal-
tenen Fraktion.

20 Dieerfindungsgemaisse plasminogenaktivierende Substanz
kann als Wirkstoffkomponente in einem Medikament gegen
Thrombose verwendet werden.

Die Erfindung soll nun an Einzelheiten anhand der Zeich-
nung und der folgenden Beschreibung naher erldutert

25 werden.

In der Zeichnung stellen dar:

Fig. 1 ein Ultraviolett-Absorptionsspektrogramm der
erfindungsgemaissen plasminogenaktivierenden Substanz,
30 und Fig.2 ein Infrarot-Absorptionsspektrogramm der
gleichen erfindungsgeméssen Substanz.

Die erfindungsgemadsse plasminogenaktivierende Substanz
stellt einen Extrakt aus Schweinegalle dar und ist durch die

35 oben definierten Eigenschaften charakterisiert. Es sollte ins-
besondere daraufhingewiesen werden, dass die erfindungsge-
miisse plasminogenaktivierende Substanz nicht nur in einem
weiten pH-Bereich von 3 bis 10 eine ausgezeichnete Wirk-
samkeit ausiibt, sondern ausserdem eine solche ausgezeich-

40 nete thermische Stabilitét, dass dreissigminiitiges Erwidrmen
auf 60°C nur in einem Abfall der plasminogenaktivierenden
Wirksamkeit von 30 bis 40% resultiert.

Die bekannte Bilokinase besitzt demgegeniiber nur eine
derartig geringe Wérmestabilitét, dass die gleiche erwihnte
4s Erwdrmung zur volligen Inaktivierung der Wirksamkeit
fiihrt. Ausserdem kann die bekannte Bilokinase ihre plasmi-
nogenaktivierende Wirkung nur in einem engen pH-Bereich,
nédmlich von 4 bis 9 ausiiben. Daraus geht hervor, dass die
erfindungsgemisse plasminogenaktivierende Substanz sich
s0 von der bekannten Bilokinase unterscheidet und ihr iiber-
legen ist. Die erfindungsgemésse plasminogenaktivierende
Substanz besitzt ein hohes Molekulargewicht, ndmlich von
80000£ 10000, und zeigt eine besondere Esterasewirkung bei
der Hydrolyse des synthetischen Substrats. Dies bedeutet, das
ss Glutaryl-Bly-Arg-MCA und Pro-Phe-Arg-MCA durch die
Einwirkung der erfindungsgemaéssen plasminogenaktivie-
renden Substanz nur unbedeutend hydrolysiert werden.
Demgegeniiber kann die bekannte, aus menschlichem Urin
hergestellte Urokinase Glutaryl-Gly-Arg-MCA stark zer-

60 setzen, greift jedoch Pro-Phe-Arg-MCA nicht an. Daraus
geht hervor, dass die erfindungsgemisse plasminogenaktivie-
rende Substanz von Urokinase verschieden ist.

Der von den Erfindern fiir die erfindungsgemaésse plasmi-
nogenaktivierende Substanz vorgeschlagene Name lautet

65 «Biloplasminokinase «<Hogy». Es wurde weiterhin gefunden,
dass man die erfindungsgemésse plasminogenaktivierende
Substanz als Wirkstoffkomponente eines Medikamentes
gegen Thrombose verwenden kann, und dass dieses Medika-
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ment keine unerwiinschten Nebenwirkungen aufweist.

Die erfindungsgemasse plasminogenaktivierende Substanz
besitzt das in Fig. 1 dargestellte Ultraviolett-Absorptions-
spektrum. Dieses zeigt einen charakteristischen Peak bei
einer Wellenldnge von 278 nm.

Die erfindungsgemasse plasminogenaktivierende Substanz
kann aus Schweinegalle nach dem oben definierten erfin-
dungsgemdssen Verfahren hergestellt werden, bei dem eine
erste Fraktionierung, eine erste Extraktion, eine zweite Frak-

bei einer Temperatur von 5,0°C oder daruqter ausgefiihrt.
Diezweite Fraktionierung geschieht im allgemeinen durch

Vermischen vorgekithlten Acetons, vorzugsweise auf eine

Temperatur von 0°C oder darunter mit der ersten Extraktlo-

s sung, die ebenfalls vorgekiihlt wurde, insbesondere auf eine

Temperatur von 3°C oder darunter, wihrend man die
Mischungamrithrt, und man erhilt eine zweite Féillung. Die
zweite Fraktionierung kann in zwei oder mehreren Etappen
erfolgen, beispielsweise wird in.einer ersten Fraktionierungs-

tionierung, eine zweite Extraktion und eine dritte Fraktionie- 10 etappe dieerste Extraktlosung zunichst mit solchen Mengen

rung erforderlich sind.

Bei der ersten Fraktionierung wird die Schweinegalle mit-
tels eines wasserldslichen organischen Losungsmittels frak-
tioniert. Dieses kann eines oder mehrere der folgenden Sub-
stanzen sein: Aceton, Methylalkohol, Isopropylalkohol,
Athylalkohol. Das am meisten bevorzugte.Losungsmittel ist
Aceton. Die Menge an wasserldslichem organischem
Losungsmittel, die mit der Schweinegalle vermischt wird,
unterliegt keiner Begrenzung. Ublicherweise wird das wasser-
16sliche organische Losungsmittel in etwa 4quivalenten
Gewichtsmengen, bezogen auf die Schweinegalle, eingesetzt.

Um die Bildung der ersten Féllung schneller einzuleiten,
gibt man bevorzugt ein wasserlosliches Sdlz zum Fraktionie-
rungsgemisch. Dieses kann Ammoniumsulfat, Ammonium-
acetat, Kaliumacetat oder/und Natriumacetat sein. Nor-
malerweise verwendet man das wasserldsliche Salz in einer
Konzentration im Bereich von 0,01 bis 0,1 M.

Man bevorzugt weiterhin, dass die erstetFraktionierung bei
Zimmertemperatur oder darunter ausgefiihrt wird, insbeson-
dere bei 5°C oder darunter. Beispielsweise:kithlt man die
Schweinegalle auf eine Temperatur von 5%C oder darunter
vor und mischt sie dann mit dem wasserldslichen Salz in
solchen Mengen, dass sich in der letztlich.erhaltenen
Mischung eine Salzkonzentration von 0,01 bis 0,1 M ergibt;
dann fiigt man das auf eine Temperatur von 0°C oder dar-
unter vorgekiihlte wasserldsliche organische Losungsmittel
nach und nach in einer Menge zu, die derjenigen der Schwei-
negalle entspricht, wihrend das Gemisch.geriihrt wird.
Schliesslich ldsst man dieses Gemisch bei 5°C oder darunter,
vorzugsweise bei 0°C so lange stehen, bis sich die erste Fal-
lung gebildet hat und volistdndig ist. Diese erste Fillung wird
nun vom Gemisch beispielsweise mittels Dekantieren und/
oder Zentrifugieren abgetrennt.

Im Verlaufe der ersten Extraktion wird'die abgetrennte
erste Fallung mit einer Pufferldsung behandelt, die so zusam-
mengesetzt und eingestellt ist, dass sie ein pH im Bereich von
7,0 bis 8,0 aufweist, vorzugsweise zwischen 7,5 und 8,0, damit
16sliche Anteile der ersen Fraktion aufgeldst werden. Unlos-
liche Anteile der ersten Féllung werden von der erhaltenen
ersten Extraktlosung beispielsweise durch:Dekantieren, Fil-
trieren und/oder Zentrifugieren abgetrennt. Die bei der
ersten Extraktion eingesetzte Pufferlosung ist nicht auf
besonders zusammengesetzte Ldsungen beschrankt, sie muss
nur einen pH-Wert im Bereich von 7,0 bis 8,0 aufweisen.

20

anvorgekithitem Aceton vermischt, dass dessen Konzentra-
tion in dem gebildeten ersten Gemisch etwa 30 Gewichtspro-
zentbetrigi und aus diesem Gemisch wird eine Fillung abge-
trennt; in der nachfolgenden zweiten Fraktionierungsetappe

15 wird der Rest des ersten Gemisches it solchen Mengen an

wvorgekithitem Aceton vereinigt, dass dessén Konzentration
i dem entstandenen zweiten Gemisch etwa 50 Gewichtspro-
zent betrigt, und die dabei entstehende Fillung wird wie-
derum vom Gemisch abgetrennt.

Bie zweite Fraktionierung kann so geschehen, dass man
die erste Extraktlésung mit solchen Mengen eines wasserlds-
lichen Calciumsalzes vermischt, dass dessen Konzentration
im Gemisch 0,01 bis 0,1 M betrédgt. Das wasserl6sliche Calci-
.umsalz kann Calciumacetat und/oder Calciumchlorid sein.

25 Dieentstandene zweite Falung wird nun von der acetonhal-

tigen Extraktlosung abzentrifugiert.

Bei der zweiten Extraktion wird die abgetrennte zweite Fal-
lung der Losekrafteiner Pofferddsung miteinem pH-Wert
ven 7,0 bis 8,0 ausgesetzt, wm aus der FaHung eine lsliche

39 Fraktion auszuziehen, die den erfindungsgemassen Wirkstoff

-enthélt. Die unlosliche Fraktion der zweiten Fillung wird
von der erhaltenenzweiten Extraktldsung abgetrennt. Diese
zwelte Extraktlosung zeigt bereits gine ausgeprigte plasmino-
genaktivierende Wirksamkeit. Diezweite Extraktion kann

35 auf die gleiche Weise wie dieerste Extraktion ausgefiihrt

-werden. Bei der zweiten Extraktion bringt es jedoch keinen
Vorteil, Harnstoff der Pufferldsung zuzusetzen.

Die zweite Extraktlosung wird stun einr driten Fraktionie-
rung unterworfen, und zwar durch Adsorptionschromato-

40 graphie, Ionenaustauschchromatographie oder hydrophobe

Adsorptionschromatographie. Jede dieser genannten chro-
matographischen Methoden kann entweder in einer Siule
oder absatzweise ausgefithrt werden.

Bei der Adsorptionschromaiographie verwendet man als

45 Fraktionierungsmittel Hydroxylapatit, welcher der Formel

Caio(PO4)s(OH)2 entspricht. Bei Verwendung von Hydroxyl-
apatit bringt man diesen zunichst vorzugsweise mit einer
0,02 M-Phosphatpufferlésung vom pH 7,0 ins Gleichge-
wicht, welche weiterhin Harnstoff enthilt. Dieser ist vorzugs-

50 weise in einer Konzentration von 2 und ¢ M in der Pufferlo-

sung anwesend.

Fiihrt man die drinte Fraktionierung mit dem Hydroxyl-
apatit aneiner Kolonne aus, 50 giesst man die zweite Extrakt-
18sung anf-einemit dem Hydroxylapatit gefiilite Kolonne,

Ublicherweise wihlt man die Pufferldsung aus Losungen von 55 wobei ein Teil der Extraktlosung, welcher die erfindungsge-

Ammoniumformiat, Ammoniumacetat und Gemischen aus
Tris und Salzsiure, die jeweils ein pH im Bereich von 7,0 bis
8,0 aufweisen miissen.

«Tris» ist die Abkiirzung fiir Tris-(hydroxymethyl)-amino-
methan, eine oft verwendete Puffersubstanz.

Die Pufferldsung kann die gleichen wasserlslichen Salze
wie diejenigen der ersten Fraktionierung enthalten, und zwar
ebenfalls in einer Konzentration von 0,01 bis 0,1 M. In
diesem Falle ist es giinstig, Harnstoff in Mengen von 2 bis 6
M zur Pufferldsung zuzugeben. Die Zugabe von Harnstoff
steigert die Extraktionsgeschwindigkeit der Fration mit der
wirksamen, erfindungsgeméssen Substanz bei der Extraktion
durch die Pufferldsung. Die erste Extraktion wird bevorzugt

maisse plasminogenaktivierende Substanz enthilt, am Hydro-
xylapatit adsorbiert wird. Dann wird der Hydroxylapatit mit
der gleichen Pufferlosung gewaschen, die zur Gleichge-
wichtseinstellung des Hydroxylapatits verwendet wurde, so

6 lange bis der Abluuf aus der Kolonne keine Ultraviolettab-

sorption bei einer Wellenldnge von 280 nm mehr zeigt. Nun
wird die am Hydroxylapatit adsorbierte Fraktion mit einer
harnstoffhaltigen 0,2 M-Phosphatpufferlgsung eluiert. Die in
dem adsorbierten Anteil erthaltene plasminogenaktivierende

65 Substanz kann durch diese Extraktion volistindig wiederge-

wonnen werden. .
Die Ionenaustauschchromsatographie wird unter Verwen-
dung eines Anionenaustauschers ausgefiihrt. Dieser kann ein



Cellulosederivat mit einem schwach basischen ionenaustau-
schendem Rest sein, beispielsweise die Athylaminodthylcel-
lulose; auch sind Gele verwendbar wie Agarosegele und ver-
netzte hochmolekulare Dextrongele, beispielsweise Sepho-
rose und Didthylaminoéthyl-Sephadex, hergestellt von der
Firma Pharmacia Feinchemikalien in Schweden.

Bei der Fraktionierung durch Ionenaustauschchromato-
graphie mit Hilfe des Anionenaustauschers wird ein Anteil
der Losung, welcher die erfindungsgemésse plasminogenak-
tivierende Substanz enthilt, am Anionaustauscher bei einem
pH im Bereich von 5 bis 8 festgehalten. Um jedoch die Frak-
tionierung hochwirksam zu gestalten, wird bevorzugt, dass
man die Ionenaustauschchromatographie bei einem pH im
Bereich von 7,5 bis 8,0 ausfiihrt, und zwar unter Verwendung
einer Pufferlosung, welche eine erhhte Konzentration an
wasserloslichem Salz aufweist. Um die Loslichkeit der plas-
minogenaktivierenden Substanz zu erhdhen, bevorzugt man
eine Zugabe von Harnstoff zur Pufferlésung in einer Kon-
zentration von 2 bis 6 M.

Beispielsweise kann die Fraktionierung durch Ionenaus-
tauschchromatographie derart vorgenommen werden, dass
man die Fraktionierung durch [onenaustauschchromatogra-
phie derart vornimmt, dass man einen Anionaustauscher, der
aus Didthylaminomethyl-Sephadex A-50 besteht (Handels-
marke eines Anionenaustauschers der Pharmacia Feinchemi-
kalien Schweden) mit einer Pufferldsung aus 0,1 M Tris und
Salzsdure mit einem pH von 8,0, welche 2 M Harnstoff ent-
hilt ins Gleichgewicht bringt und dann die zweite Extraktld-
sung auf die Kolonne aufgibt. Die plasminogenaktivierende
Substanz der Erfindung wird dann am Anionenaustauscher
gebunden. Dann wird der Anionenaustauscher, an den die
erfindungsgemadsse plasminogenaktivierende Substanz
gebunden ist, mit der gleichen Pufferlosung gespiilt, die zur
Gleichgewichtseinstellung des Austauschers verwendet
wurde. Schliesslich wird die Fraktion, welche die plasmino-
genaktivierende Substanz enthélt, mit einer Pufferldsung aus
Tris und Salzsiure, die Natriumchlorid in einer Konzentra-
tion von 0,2 M enthilt, eluiert.

Die Fraktionierung durch hydrophobe Adsorptionschro-
matographie wird unter Verwendung eines hydrophoben
Adsorptionsmittels ausgefiihrt, beispielsweise Phenyl-Sepha-
rose der Pharmacia Feinchemikalien, Schweden. In diesem
Falle unterwirft man die bei der zweiten Fraktionierung
erhaltene Fillung der zweiten Extraktion durch eine Puffer-
16sung mit 0,05 M Tris-Salzsaure und einem pH von 8,0. Die
erhaltene zweite Extraktldsung vermischt man mit Natri-
umchlorid oder Ammoniumsuifat in solchen Mengen, dass
die Salzkonzentration im Gemisch zwischen 1 und 10
Gewichtsprozent liegen. Diese erhaltene Mischung wird
dann auf eine mit Phenyl-Sepharose gefiillte Kolonne aufge-
geben, und die erfindungsgemasse plasminogenaktivierende
Substanz wird an der Phenyl-Sepharose adsorbiert. Danach
wird die Phenyl-Sepharose mit der oben genannten Pufferlo-
sung ausgewaschen, und dann wird eine Fraktion, welche die
plasminogenaktivierende Substanz enthélt, mit einer Puffer-
16sung extrahiert, die die gleiche Zusammensetzung wie
erwihnt besitzt, mit der Anderung jedoch, dass die Konzen-
tration an Ammoniumsulfat auf 3 Gewichtsprozent vermin-
dert wird. Schliesslich wird die in der Kolonne verbleibende
restliche Fraktion mit einer Pufferl6sung eluiert, die die obige
Zusammensetzung mit Ausnahme von Ammoniumsuifat hat.

Wenn erforderlich, kann die bei der dritten Fraktionierung
gewonnene Fraktion aufkonzentriert und/oder weiter gerei-
nigt werden. Das Aufkonzentrieren kann durch Eindampfen
oder/und Ultrafiltration geschehen. Bei der gegebenenfalls
vorgenommenen zusitzlichen Reinigung kann man ein
Molekularsieb einsetzen.

Wenn es erforderlich ist, die Fraktion, welche den erfin-

645 406

dungsgemissen Wirkstoff enthilt, weiter aufzuarbeiten, engt
man diese zweckmissig zunichst durch ein Eindampfen
und/oder Ultrafiltration ein und nimmt dann eine zusétz-
liche Reinigung vor. Zu diesem Zweck bringt man ein Mole-
s kularsieb in eine Kolonne und stellt unter Verwendung der
gleichen Pufferlgsung, wie sie bei der dritten Fraktionierung
zur Gleichgewichtseinstellung der Kolonne verwendet
wurde, das Gleichgewicht an der Molekularsiebkolonne ein.
Dann bringt man die konzentrierte Fraktion auf das im

10 Gleichgewicht befindliche Molekularsieb. Danach wird eine
chromatographische Fraktionierung unter Verwendung der
oben genannten Pufferldsung vorgenommen. Diese zusdtz-
liche Reinigung erlaubt die Gewinnung der erfindungsge-
missen plasminogenaktivierenden Substanz in hoher Rein-

15 heit.

Die Vorteile der vorliegenden Erfindung werden durch die
nachfolgenden Beispiele weiter gestiitzt.

In den Beispielen wird die plasminogenaktivierende Wirk-
samkeit der erfindungsgemaissen Substanz durch die fibrino-

20 lytische Wirkung dargestellt, da letztere ein Parameter ist, der
unmittelbar mit der plasminogenaktivierenden Wirksamkeit
gekoppelt ist. Dabei wurde die fibrinolytische Aktivit4t nach
der Fibrinplattenmethode bestimmt, welche von J. Ploug u.
Mitarb. in Biochim. Biophys. Acta 24, 278 bis 282 (1957)

25 beschrieben ist. Als plasminogenaktivierende Vergleichssub-
stanz wurde Urokinase mit 6000 internationalen Einheiten
(I.E.), hergestellt von Midori Juji Co., Japan, in der
gewiinschten Konzentration eingesetzt.

Die fibrinolytische Aktivitat (A) der erfindungsgeméssen

30 plasminogenaktivierenden Substanz wird nach der folgenden
Gleichung bestimmt:

A=Bx}

35 worin A die fibrinolytische Aktivitdt in Einheiten der erfin-
dungsgemissen plasminogenaktivierenden Substanz, B eine
vergleichsweise fibrinolytische Aktivitdt in Urokinaseein-
heiten, a das Gebiet einer Fibrinplatte, welches durch die
erfindungsgemésse plasminogenaktivierende Substanz zer-

40 setzt wurde und b die zum Vergleich dienende Fliche der
durch Urokinase zersetzten Fibrinplatte bedeutet.

Die Esteraseaktivitit der plasminogenaktivierenden Sub-
stanz wurde durch Messung derjenigen Menge an 7-Amino-
4-methylcumarin (MCA) bestimmt, welche durch Reaktion

45 der plasminogenaktivierenden Substanz mit einem ersten
synthetischen Substrat (A), bestehend aus Glutaryl-Gly-Arg-
MCA, und mit einem zweiten synthetischen Substrat(B) aus
Pro-Phe-Arg-MCA bei dreissigminiitiger Einwirkung bei
37°C erzeugt wurde. Die Messung wurde mit Hilfe eines

s0 Fluorophotometers ausgefiihrt, und die Esteraseaktivitit
wurde als Einheiten von picomol/min (pmol/min) darge-
stellt.

Der Gehalt an Proteinen in der plasminogenaktivierenden
Substanz wurde durch Ultraviolett-Absorption bei einer Wel-

s5 lenldinge von 280 nm nach der folgenden Gleichung -
bestimmt: )

2 nm
B0

10
60 Beispiel 1
Erste Fraktionierung
2 Liter Schweinegalle wurden mit so viel Ammoniumsulfat
vermischt, dass dessen Konzentration im entstehenden
Gemisch 10 Gewichtsprozent betrug. Dann wurde das
65 Gemisch auf 5°C abgekiihlt. Dann wurden 2 Liter Aceton,
welches zuvor auf -10°C vorgekiihlt worden war, unter kraf-
tigem Riihren nach und nach zum Gemisch zugegeben. Das
Gemisch wurde bei 0°C bis zur Beendigung der Abscheidung
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einer unldslichen Fillung stehen gelassen. Die {iberstehende
Losung wurde dekantiert und die erste Fillung von dem
Gemisch abzentrifugiert.

Erste Extraktion

Die abgetrennte und gesammelte erste Fillung wurde nun
mit einem Puffer 0,01 M Tris-Salzsiure, pH 8,0, enthaltend 5
M Harnstoff, extrahiert. Unldsliche Substanzen der ersten
Fillung wurden von der erhaltenen ersten Extraktidsung
abzentrifugiert.

Zweite Fraktionierung

Die erste Extraktldsung wurde mit so viel Calciumacetat
vermischt, dass dessen Konzentration in der erhaltenen
Mischung 0,01 M betrug. Dann wurde diese Mischung auf
5°C abgekiihlt. Die gekiihite Mischung wurde mit weiterem
Aceton versetzt, welches auf -10°C vorgekiihlt war, bis
dessen Konzentration im Gemisch 35% betrug. Dabei bildete
sich eine Fillung. Diese wurde vom Fraktionierungsgemisch
abzentrifugiert. Die erhaltene Mischung wurde nun mit wei-
terem gekiihlten Aceton vermischt, bis dessen Konzentration
50% betrug, und es bildete sich eine weitere Féllung. Diese
wurde abzentrifugiert und mit der oben genannten Fillung
vereinigt.

Zweite Extraktion

Die vereinigten Fillungen wurden mit 500 ml eines 0,01 M
Tris-Salzsdure-Puffers enthaltend 2 M Harnstoff, mit einem
pH von 8,0 extrahiert. Ein verbleibender unloslicher Rest
wurde von der gebildeten zweiten Extraktldsung abgetrennt.
Diese enthielt 41000 Einheiten an erfindungsgemadsser plas-
minogenaktivierender Substanz.

Dritte Fraktionierung

Eine Kolonne mit einem Innendurchmesser von 4 cm und
einer Héhe von 50 cm wurde mit Hydroxylapatit gefiill,
welcher zuvor mit einem 0,02 M Phosphorsdurepuffer mit
einem pH von 7,0, enthaltend 2 M Harnstoff, ins Gleichge-
wicht gebracht worden war. Nun wurde die zweite Extraktlo-
sung auf die Kolonne aufgegeben, wobei eine Fraktion, ent-

eine Jonenaustausch-Chromatographiekolonne derart herge-
stellt, dass das Didthylaminodthyl-Sephadex A-50 zundchst
mit Wasser imprigniert und vorgequollen, dann durch
Behandlung mit verdiinnter Salzsdure aktiviert und
5 schliesslich mit Natriumhydroxyd alkalisiert wurde. Dann
wurde dieses Material mit einem 0,01 M Tris-Salzsdurepuffer
der 2 M Harnstoff enthielt, ins Gleichgewicht gebracht und
schliesslich in eine Kolonne mit einem Innendurchmesser
von 4 cm und einer Hohe von 50 cm gebracht.

Die zweite Extrakildsung, 500 ml, wurde auf die Kolonne
gegeben, wobei eine Fraktion mit der plasminogenaktivie-
renden Substanz am Anionaustauscher adsorbiert wurde.
Dann wurde die Siule mit 300 ml des zur Gleichgewichtsein-
stellung verwendeten Puffers gewaschen, und dann wurde
15 mit dem zur Gleichgewichtseinstellung verwendeten Puffer

eluiert, der jedoch anstelle von Harnstoff 0,2 M Natrium-

chlorid enthielt, und es wurden dazu 450 m1 Puffer ver-
wendet. Nachdem 200 ml des Puffers aus der Sdure ausge-
laufen waren, wurden die verbleibenden 200 ml Eluat gesam-

20 melt. Dieses Eluat wurde mittels Ultrafiltration auf 50 ml
konzentriert. Diese konzentrierte Losung enthielt 1,0 g der
plasminogenaktivierenden Substanz mit einer fibrinolyti-
schen Aktivitit von 35 Einheiten pro mg Protein.

10

25 Beispiel 3
Zusitzliche Reinigung mit Molekularsieb
Es wurde eine Reinigungssiule so hergestellt, dass
Sephadex G-150, ein Molekularsieb hergestellt von der
Firma Pharmacia Feinchemikalien, mit Wasser vollstdndig
30 aufgequollen und dann mit einer 0,01 M Ammoniumformiat-
Pufferldsung ins Gleichgewicht gebracht wurde. Das so vor-
bereitete Molekularsieb brachte man in ein vertikales Rohr
mit einem Innendurchmesser von 4 cm und einer Linge von
100 cm. Das Gemisch der konzentrierten Fraktionen der Bei-
35 spiele 1 und 2 wurde auf die Siule gebracht, wobei eine Frak-
tion mit der gereinigten plasminogenaktivierenden Substanz
am Molekularsieb adsorbiert wurde. Nun wurden 850 ml der
zur Gleichgewichtseinstellung verwendeten Pufferldsung auf
die Kolonne gegeben, um die genannte Fraktion vom Mole-
40 kularsieb zu eluieren. Nach Ablauf von 700 ml Eluat wurden

haltend die plasminogenaktivierende Substanz, am Hydroxyl- die iibrigen 150 ml ablaufender Pufferlésung gesammelt.

apatit adsorbiert wurde. Dann wurde das Fraktionsmittel in
der Kolonne mit der oben genannten, zur Gleichgewichtsein-
stellung dienenden Pufferldsung gewaschen, bis der Kolon-
nenablauf bei einer Wellenldnge von 280 nm eine Ultravio-
lett-Absorption von 0,05 oder weniger zeigte. Zu diesem Aus-
waschen wurden etwa 500 m! Pufferldsung bendtigt.

Dann wurden 300 m] einer 0,2 M Phosphatpufferldsung
mit einem pH von 7,0, enthaltend 2 M Harnstoff, auf die
Kolonne aufgegeben, um die adsorbierte Fraktion zu
eluieren. Die erhaltenen 300 ml Eluat wurden durch Ultrafil-
tration auf 50 ml aufkonzentriert. Die konzentrierte Losung
enthielt 1,2 g der plasminogenaktivierenden Substanz mit
einer fibrinolytischen Aktivitét von 30 Einheiten pro mg Pro-
tein.

Es wurde gefunden, dass die erhaltene plasminogenakti-
vierende Substanz verschiedene Aminosduren enthielt,
nimlich Asp, Thr, Ser, Gln, Pro, Gly, Ala, Cys, Val, Met, Ile,
Leu, Tyr, Phe, Lys, His und Arg. Die erhaltene plasminogen-
aktivierende Substanz zeigte das in Fig. 2 dargestellte
Infrarot-Absorptionsspektrum.

Beispiel 2
Die in Beispiel 1 beschriebenen Schritte und Arbeitsweisen
wurden wiederholt, wobei jedoch die dritte Fraktionierung
mittels Jonenaustauschchromatographie unter Verwendung
von Didthylaminoéthyl-Sephadex A-50 als Anionaustau-
scher ausgefithrt wurde. Bei der dritten Fraktionierung wurde

Diese Losung wurde gefriergetrocknet. Man erhielt 680 mg
einer trockenen plasminogenaktivierenden Substanz mit
einer fibrinolytischen Wirksamkeit von 50 Einheiten pro mg
45 Protein.
Die Esteraseaktivitit der erhaltenen plasminogenaktivie-
renden Substanz ist in Tabelle 1 im Vergleich zu derjenigen
der Urokinase aufgefiihrt.

50

Tabelle 1
Substanz Esteraseaktivitit (picomol/min)
Glutaryl-Gly- Pro-Phe-Arg-MCA
Arg-MCA
55
Urokinase 8,11 keine
erfindungsgemésse 0,52 2,66

plasminogenaktivierende
¢ Substanz

Beide Substanzen wurden in einer Konzentration von 20 fibrinolytischen Ein-
heiten pro ml angewendet.

65
Tabelle 1 zeigt in klarer Weise, dass die Esteraseaktivitit
der erfindungsgemissen plasminogenaktivierenden Substanz
wesentlich verschieden von derjenigen der Urokinase ist.



Beispiel 4

Die gleiche Arbeitsweise wie in Beispiel 1 wurde wieder-
holt, wobei jedoch anstelle von Hydroxylapatit Phenyl-
Sepharose CL-4B, eine Handelsbezeichnung eines hydro-
phoben Adsorptionsmittels der Pharmacia Feinchemikalien,
Schweden, in die Kolonne gebracht und mit einem 0,05 M
Tris-Salzsdurepuffer, der 5 M Harnstoff enthielt, ins Gleich-
gewicht gebracht wurde. Die zweite Fillung wurde mit der
gleichen Pufferldsung wie zur Gleichgewichtseinstellung
extrahiert, Die erhaltene zweite Extraktlosung wurde auf die
oben genannte Kolonne aufgegeben, so dass eine die plasmi-
nogenaktivierende Substanz enthaltene Fraktion sich an die
Phenyl-Sepharose DL-4B binden konnte. Nun wurde die fiir
die Gleichgewichtseinstellung verwendete Puffertdsung mit
Natriumchlorid und Ammoniumsulfat vermischt, bis deren

645406

Konzentrationen im erhaltenen Gemisch 1% bzw. 10%
betrugen, und das Gemisch wurde zum Auswaschen der
Saule verwendet. Dann wurde die in der Kolonne verblie-
bene Fraktion mit Losungsgemisch eluiert, welches die eben

5 genannte Zusammensetzung hatte, ausser dass die Konzen-
tration an Ammoniumsulfat nur 3% betrug, und anschlies-
send mit einer zweiten Eluierungslosung der gleichen Kon-
zentration jedoch ohne Ammoniumsulfat.

10 Die aus der Sdule ablaufenden Losungen wurden gesam-

melt und durch Ultrafiltration aufkonzentriert. Dann wurde
das konzentrierte Extrakt zusétzlich unter Verwendung des
gleichen Molekularsiebs wie in Beispiel 3 gereinigt. Das so
erhaltene gereinigte Extrakt zeigte die gleiche fibrinolytische

15 Wirksamkeit wie das Produkt des Beispiels 1.
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