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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade
til rensning af urokinase, ved hvilken en rd urokinase-
holdig oplgsning kontaktes med en sterkt sur kationbytter,
som har sulfonsyregrupper og er indstillet til NH4+—typen,
til adsorption af urokinase, hvorpé den adsorberede uro-
kinase elueres fra den navnte kationbytter.

Urokinase er et enzym, som kan aflede plasmin, et
fibrinolytisk enzym, fra plasminogen, og det er kendt, at
dette stof ikke blot er anvendeligt til behandling af for-
skellige slags thromboser, men ogsd kan forbedre carcino-
statiske midlers virkning vasentligt, ndr det anvendes
sammen med de nzvnte midler. Urokinase isoleret fra men-
neskeurin har ingen skadelige bivirkninger sdsom antigen-
-antistof-reaktion og anvendes nu generelt med god virk-
ning.

Der kendes flere fremgangsmdder til rensning af rd
urokinase, f.eks. fremgangsmdder, ved hvilke der anvendes
forskellige former for svagt sure kationbyttere eller svagt
basiske anionbyttere eller gelfiltreringsmidler sasom tvar-
bundet dextran. Imidlertid er ingen af disse fremgangs-
mader tilstrakkeligt tilfredsstillende i henseende til pro-
duktudbytte og -renhed.

I forbindelse med den foreliggende opfindelse er det
blevet fors¢gt at udvikle en fordelagtig fremgangsmade til
rensning af urokinase, og det har vist sig, at ndr urin-
stof s@ttes til en r& urokinaseholdig oplgsning i en sadan
mengde, at den endelige molkoncentration af urinstof i op-
lgsningen er 3-8 mol, og den fremkomne oplgsning derpd kon-
taktes med en starkt sur kationbytter, der har sulfonsyre-
grupper og er indstillet til NH4+—typen, adsorberes uro-
kinase specifikt p& den navnte kationbytter, hvilket re-
sulterer i en bemazrkelsesvaerdig aftagen af mengden af ikke-
-adsorberet urckinase sammenlignet med det tilfzlde, hvor
der ikke sattes urinstof til den r& urokinaseholdige oplgs-
ning, sdledes at derved eluering af den adsorberede uro-
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kinase med en alkalisk oplgsning eller andre saltoplgs-
ninger f&s renset urokinase, som har praktisk taget kon-
stant og hgjere specifik aktivitet med hgjere udbytte uan-
set renheden af den rd urokinase.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er i overensstem-
melse hermed ejendommelig ved det i kravets kendetegnende
del anfgrte.

De ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen anvendte
stezrkt sure kationbyttere med sulfonsyregrupper er af ty-
pen, som fremstilles ved indfgring af sulfonsyregrupper i
en syntetisk harpiks, der har en tredimensioneret netverk-
struktur s&som polystyrenharpiks eller phenol/formalin-
-harpiks, f.eks. "Dowex"~ 50W osv., forhandlet af Dow
Chemical Company, "Amberlite"~IR-120B, CG-120 osv., for-
handlet af Rohm and Haas Company, og "Duolite"~ C-20 osv.,
forhandlet af Diamond Shamrock Company, eller typen frem-
stillet ved indfgring af sulfoethyl- eller sulfopropyl-
grupper i cellulose eller tvarbundet dextran, f.eks. SE-
-cellulose forhandlet af Serva Entwicklungslabor. osv.,
eller SP-“SephadexT@Q forhandlet af Pharmacia Fine Che-
micals. Enhver af disse typer er kommercielt tilgangelig.

Ved fremgangsmdden til rensning af urokinase i over-
ensstemmelse med opfindelsen gds der frem som beskrevet i
det fglgende.

En r& urokinaseholdig oplgsning indstillet péd
pH 4-9, fortrinsvis 6-8, hvortil der i forvejen er tilsat
urinstof i en s&dan mazngde, at den endelige molkoncentra-
tion af urinstof i oplgsningen er 3-8 mol, kontaktes med
en sterkt sur kationbytter, -som har sulfonsyregrupper og
er indstillet til NH4+—typen, til specifik adsorption af
urokinase pa& den navnte kationbytter. Denne kontakt kan
gennemfgres ved enten batch- eller sgjledrift. Kationbyt-
teren indstilles til NH4+-typen pd gengs made, dvs. en
ammoniumchloridoplgsning kontaktes med en kationbytter af
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H+-typen, og, ndr det ved mdling af pH-vardien er blevet
konstateret, at alle H+—ionerne er blevet erstattet af

NH,
gnskede pH-regulering af den r& urokinaseholdige oplgs-

+—ioner, vaskes ionbytteren med destilleret vand. Den

ning kan gennemfgres ved anvendelse af en pufferoplgsning
s&som en phosphatpufferoplgsning. Den urokinaseadsorberede
kationbytter vaskes med vand eller en lavkoncentreret salt-
oplgsning til fjernelse af en stor del af urenhederne ind-
befattende andet proteinstof end urokinse samt i forvejen
tilsat urinstof. Derpa kan urokinase adsorberet pa den
navnte ionbytter nemt elueres med en alkalisk oplgsning
eller en hgjkoncentreret saltoplgsning eller en kombina-
tion deraf. Som alkalisk oplgsning til dette formal kan
der anvendes fortyndet ammoniakvand eller en pufferoplgs-—
ning med pH 10-12, og som saltoplgsning kan der anvendes
en ammoniumchloridoplgsning eller lignende. Det er ogsa
muligt at anvende en alkalisk oplgsning med pH 8-12 inde-
holdende et salt sdsom ammoniumchlorid.

En sammenligning mellem fremgangsmdden ifglge opfin-
delsen, hvor urinstof sattes til en ri urokinaseholdig op-

lgsning, og en fremgangsmé&de, hvor der ikke tilsattes urin-
stof, er vist i nedenstdende sammenligningseksempel. I dette

eksempel anvendes "DOWE#QDSOW X 8 som den sterkt sure kat-
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ionbytter med sulfonsyregrupper, og urokinaseaktiviteten
miles ifglge Ploug's fibrinplademetode, jf. Ploug et al,
Biochim. Biophys. Acta, bind 24, side 278 (1957).

Sammenligningseksempel

Til 4 ml af en oplgsning indeholdende 11900 i.e.
(internationale enheder) rd urokinase med en specifik ak-
tivitet pd 820 i.e./mg protein, som i forvejen er dialy-
seret imod 0,1 mol phosphatpufferoplgsning med pH 6,5 og
indeholdende 0,1 mol natriumchlorid, szttes henholdsvis
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1,2 g og 2,0 g urinstof. Endvidere fremstilles den samme
oplgsning som ovenfor uden indhold af urinstof. Hver af de
s8ledes fremstillede oplgsninger ledes gennem en sgje fyldt
med 5 ml "Dowex" 50W x 8 (200-400 mesh) indstillet til
NH4+—type til adsorption af urokinase. Derefter vaskes
s¢gjlen med 25 ml destilleret vand, hvorp& urckinasen elu-
eres med 3 ml 4%'s ammoniakvand. Egenskaberne af den sa-
ledes fremstillede urokinase er anfgrt i nedenstdende ta-

bel I.

Elueret urokinase

Tilsat Ikke adsorberet Specifik

‘urinstof urokinase aktivitet Udvinding
(g) (%) i.e./mg (%)
0 20,3 8.990 66,0
1,2 6,1 15.500 81,0
2,0 4,6 17.100 74,3

Resultaterne af sammenligningseksemplet viser tyde-
ligt den fremragende virkning opndet ved tilsatningen af
urinstof i overensstemmelse med den foreliggende opfindel-
se bestdende i, at m®zngden af ikke-adsorberet urokinase
aftager, og at den specifikke aktivitet samt udvindingen

af elueret urokinase forgges.

Eksempel 1

26,3 g urinstof sattes gradvis til 54 ml af en op-
lgsning indeholdende 314.000 i.e. rd urokinase med en spe-
cifik aktivitet pd 1.080 i.e./mg protein, som i forvejen
er dialyseret imod en phosphatpufferoplgsning med pH 6,5
og indeholdende 0,1 mol natriumchlorid, og den fremkomne
oplgsning ledes gennem en s¢gjle (2,8 x 25 cm) fyldt med
"Dowex" 50W x 8 (200-400 mesh) indstillet til NH4+-typen
til adsorption af urokinase. S¢jlen vaskes med 900 ml
destilleret vand, hvorpd 160 ml 4%'s ammoniakvand ledes
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gennem sgjlen til eluéring af urokinase, og fraktionen
med urckinaseaktiviteten udvindes. Den s&ledes frem-
komne urokinase har en samlet aktivitet p& 235.000 i.e.
og en specifik aktivitet pa 18.200 i.e./mg protein og
er 16,9 gange renere end r& urokinase. Den udvundne ak-
tivitet er pa 74,8%.

Eksempel 2

87,8 g urinstof szttes til 180 ml af en oplgsning
indeholdende 298.000 i.e. ré urokinase med en specifik
aktivitet pd 560 i.e./mg protein, som i forvejen er dia-
lyseret som i eksempel 1, og den fremkomne oplgsning le-
des gennem en sg¢jle (2,8 ¢ x 25 cm) fyldt med "Dowex"
50W x 8 (200-400 mesh) indstillet til NH, -typen til ad-
sorption af urokinase. Sgjlen vaskes med 900 ml destil-
leret vand, hvorpd urokinasen elueres med 160 ml 4%'s
ammoniakvand, og fraktionen med urokinaseaktiviteten ud-
vindes. Den sédledes fremkomne urokinase har en samlet
aktivitet pa 239.000 i.e. og en specifik aktivitet p&
17.000 i.e./mg protein og er 30,4 gange renere end ra
urokinase. Den udvundne aktivitet er p& 80,2%.

De ovennzvnte resultater viser, at selv ndr der an-
vendes r& urokinase med omtrent den halve specifikke ak-
tivitet af den i eksempel 1 anvendte, er det muligt at
udvinde renset urokinase med praktisk. taget samme grad
af hgj specifik aktivitet som den i eksempel 1 opniede.

Eksempel 3

53,6 g urinstof sattes til 110 ml af en oplgsning
indeholdende 140.000 i.e. r& urokinase med en specifik
aktivitet p& 660 i.e./mg protein, som i forvejen er dia-
lyseret som i eksempel 1, og den fremkomne opl@gsning le-
des gennem en "Duolite" C-20 -sg¢gjle (2,8 & x 25 cm) ind-
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stillet til NH4+-typen til adsorption af urokinase. Sg@j-
len vaskes med 750 ml destilleret vand, hvorpd urokina-
sen elueres med 150 ml 4%'s ammoniakvand, og fraktionen
med urokinaseaktiviteten udvindes. Den séledes fremkomne
~urokinase har en samlet aktivitet pad 96.600 i.e. og en
specifik aktivitet p& 13.600 i.e./mg protein og er 20,6

“gange s& ren som r& urokinase. Den udvundne aktivitet

er pd 69,0%.
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Patentkravw,.

Fremgangsmdde til rensning af urokinase, ved hvilken
en ré urokinaseholdig oplgsning kontaktes med en starkt
sur kationbytter, som har sulfonsyregrupper og er ind-
stillet til NH4+-typen, til adsorption af urokinase, hvor-
pad den adsorberede urokinase elueres fra den navnte kat-
ionbytter; k endetegnet ved, at urinstof i for-
vejen sattes til den navnte r& urokinaseholdige oplgsning,
der er indstillet p& en pH-vardi inden for omrédet 4-9,

i en sadan m@ngde, at den endelige molkoncentration af

urinstof i oplgsningen er 3-8 mol.
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