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Seos, joka sisdltld yksislikeists kudos-—
plasminogeeniaktivaattoria (tPA) jarstai
kaksisBikeista tPA:ta vieds¥n pylviéseen,
jossa on immobilisoitu Erytrina trypsiini-
inhibiittori affineteettiagenttina. Ad-
sorboituneet proteiinit eluoidaan eluen-
teilla, joilla on eri pH arginiinin tai
bentsamidiinin kanssa tai ilman niitd,
niin, etts yksis¥ikeinen tPA saadaan
eluentissa, jonka pH on véhintdén 4.5 ja

kaksisiikeinen tPA saadaan eluentissa,

jonka pH on alle 4.5.

En komposition, som innehdller en
entrddig vévnadsplasminogenaktivator
(tPA) och/eller en dubbeltridig tPA in-
fores i en kolonn med en immobiliserad
Erytrina trypsin-inhivator som affini-
tetsmedel. De adsorberade proteinerna
elueras med eluenter, som har olika pH
tillsemmans med arginin eller benzamidin
eller utan dessa si, att entrddig tPa
erhilles i en eluent, vars pH &r minst
4.5 och dubbeltrddig tPA erhdlles i en
eluent, vars pH &r under 4.5.
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Menetelmi yksis&ikeisen kudosplasminogeeniaktivaattorin

(tPA) ja kaksiséikeisen tPA:n puhdistamiseksi ja eristéami-

seksi

Keksinndn taustaa

1) Keksinndén ala:

Téimsd keksinndn kohteena on menetelm¥ yksislikeisen ja/tai
kaksisfiikeisen kudosplasminogeeniaktivaattorin (téstdlEhin
merkittynd sc-TPA ja dc-TPA, vastaavasti) puhdistamiseksi
seoksesta, joka sis8ltd¥ sc-TPA:ta ja dc-TPA:ta.

2) Kuvaus tekniikan tasosta

tPA (kudosplasminogeeniaktivaattori) on proteiini, jota ke-
hittyy korkeamman eléimen kudoksessa, ja joka toimii akti-
voimalla plasminogeenin, plasmiinin prekursorin, jonka tie-
detssn olevan proteolyyttinen entsyymi erityisesti fibriinil-
le ja on nyt tuotu polttopisteeseen potentiaalisena trombo-

lyyttisen¥ aineena.

tPA: 112 on kaksi molekyylimuotoa, yksisaikeinen tPA ja
kaksissikeinen tPA, joilla on sama molekyylipaino (noin
70000 daltonia), ja sitd saadaan seoksena tavallisissa tPA:n
tuotantomenetelmissi. KaksisBikeiselld muodolla on noin
kymmenen kertaa korkeampi aktiivisuus plasminogeeniaktivoin-
tiin kuin yksissikeisell#d muodolla (patenttijulkaisu EP
11212248). TiedetHsn kuitenkin, ettd sc-TPA:1lla on voimak-
kampi kyky sitoutua fibriiniin kuin dc-TPA:lla ja sitoudut-
tuaan fibriiniin, se muuntuu dc-TPA:ksi (D.C. Rijken et al.,
J. Biol. Chem. 257 (1982) 2920 - 2925). Jotta saataisiin
tehokas hoito verisuonitukoksiin (tromboosiin) tPA:lla,
tdytyy saada aikaan tPA:n lis¥&ntynyt sitoutumiskyky fibrii-
niin veren hyytymisessid kéyttémills tPA:n seosta, Joka si-
sH1ts4 lisdsintyneen midrkn sc-TPA:ta tail kiyttémilld prepa-
raattia, joka sis#lt#s ainoastaan sc-TPA:ta.
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Kiisss olosuhteissa ja kun tarkoituksena on tutkia tPA:n

ominaisuuksia ja toimintaa yksityiskohtaisemmin, on ollut
suuri tarve parantaa menetelmis, joilla saadaan yksinomaan
yksisiikeistd muotoa ja joilla eristetdién yksisdikeinen ja

kaksissikeinen muoto erikseen niilden secksesta.

Ennest##n tunnetussa menetelmissd tPA:n valmistamiseksi viljellaan ..
esimerkiksi sellaisia soluja, Jjotka ovat synty-

j4#n kykenevi# tuottamaan tPA:ta tal manipuloitu kantamaan
tPA-geenil, ja sitten eristetdin tPA saadusta soluviljelmis-
t4 ja/tai viljelm¥liuvoksen supernatantista. Esimerkiksi yl-
lémainitussa patenttijulkaisussa EP 112122A on selitetty
menetelmd tPA:n puhdistamiseksi k#yttden Erytrina-trypsiini-
inhibiittoria (tdstdléhin merkittyn# ETI) tai immobilisoi-
tua Kunits —-inhibiittoria, joka tuotetaan Erytrina latissiman

ja muissa. Erytrina kasvien siemenissié ja toimii trypsii-
nin, plasmiinin ja tPA:n inhibiittorina, mutta ei urokinaa-
sin inhibiittorina. Téss¥ menetelmiss8 kuitenkaan ei ole
otettu huomicon erillists sc-TPA:n eristémists dc-TPA:sta.

Aikaisemmin tunnetussa sc-tPA:n valmistusmenetelmissd pro-
teinaasi—-inhibittori, kuten aprotiniini, lisitaan elatusnes-
teeseen est&#misn tPA:n muuntumista yksisdikeisestd kaksis&i-
keiseksi muodoksi (D.C.Rijken et al., J. Biol. Chen 256
(1981) 7035 - 7041).

Erésiss8 toisessa sc-tPA:n puhdistusmenetelmiissé k#ytetd&n

immobilisoitua monokloonista vasta—ainetta, joka adsorboi
spesifisesti sc-TPA:n (BioPoolin luettelo, Ruotsi). TamA

menetelmd on kuitenkin huonompi verrattuna menetelm#sn, JOS-
sa ETI vastaa tPA:n adsorbtiokapasiteetista ja kdytetyn pyl-
vasn stabiilisuudesta. Valitettavasti t&mi menetelmd ei voi
poistaa epdpuhtautta, joka on proteiini, jonka molekyylipai-
no on 110000 + 20000@ daltonia ja potentiaalisesti toimii an-

tigeenin¥ reagoldessaan anti-ihmis-tPA-vasta-aineen kanssa.
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Keksinndn yhteenveto

Useiden tutkimusten kuluessa, jotka kiésittivit menetelmis
tPA:n puhdistamiseksi raaka-tPA preparaatista, neljd t&min
keksinnon keksijss haki patenttia keksinnSlle, joka sissltad
menetelmiin eristés ja poistaa proteiini, jolla on molekyyli-
paino 110000 + 20000 daltonia ja joka reagoi anti-ihmis-tPA-
vasta-aineen kanssa, jota syntyy elatusnesteess#, joka si-
siltss sikibvasikan seerumia, ja menetelmiin viljelld geeni-
manipuloinnilla tuotettuja transformoituja soluja ja erottaa
selektiivisesti ihmissolusta perdisin oleva tPA iséntésolus-

ta per#isin olevasta tPA:sta (hakemusjulkaisu FI 863111).

Ja edelleen laajojen tutkimusten kuluessa, jotka koskivat
sc-TPA:n ja dc-TPA:n ominaisuuksia, t&min keksinnon keksijéat
ovat selvitt#neet, ett# n&m¥ kaksi tPA:n muotoa vaihtelevat
affiniteetiltaan ETI:iin n&hden ja ovat nyt loppuunsaatta-

neet timin keksinndn kyseisen havainnon tuloksena.

Témdn keksinndn kohteena on kehittd¥ menetelm¥ sc-TPA:n ja

dc-TPA:n eristamiseksi niiden seoksesta tehokkaasti ja helposti.

Toinen timin keksinn¥n kohde on kehitt#& menetelm¥ sc-TPA:n
ja /tai dc-TPA:n eristdmiseksi raaka—-tPA preparaatista, joka
sisdlt8s sc-TPA:ta ja dc-TPA:ta.

Menetelm#t nididen tavoitteiden saavuttamiseksi koostuvat
vaiheista, joissa sc-TPA:ta ja dc-TPA:ta sisaltavéa seos
vied#sn lsheiseen kosketukseen immobilisoidun ETI-pylv&é&n
kanssa tPA:n adsorboimiseksi ja sitten eluoidaan selektiivi-
sestl haluttu sc-TPA jas/tai dc-TPA muuttamalla eluentin
pH:ta tPA:n eluoimiseksi.

Erksisss timan - keksinndn sovellutusmuodossa voidaan eristas
yhts kahdesta muodosta yksinomaan tai kaksi muotoa toisis-

taan ja puhdistaa halutusti.
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ErssissH toisessa témén keksinndn sovellutusmuodossa sc-TPA
jastal dc-TPA voidaan tehokkaammin eristsd# ja puhdistaa 1li-
sHsimsills guanidiini- tai amidiinijohdannaisia, kuten argi-
niinia tai bentsamidiinia, eluenttiin eluoimaan tPA pylvids-
tH.

Thim¥ keksintd on k¥yttdkelpoinen riippumatta tPA:n tuotta-
neesta solutyypist#. Tarkemmin sanoen sc-TPA jas/tai dc-TPA
voidaan erist#s mistd tahansa nisdkissoluista kuten melanoo-
masoluista ja ihmisen normaaleista soluista tai soluista,
joihin on lis#tty ihmisen tPA-geeni geenimanipuloinnilla.
Lisfiksi tXmM keksintd tekee mahdolliseksi erist®¥& ja puhdis-
taa sc-TPA ja dc-TPA seerumipitoisesta viliaineesta samoin
kuin seerumivapaasta viliaineesta, siis riippumatta elatus-—

nesteen koostumuksesta.

Yksityiskohtainen kuvaus suositeltavista suoritusmuodoista

Ersfisss timin keksinndn muodossa sc-TPA:n ja dc-TPA:n seos
ajetaan ensiksi tPA:n adsorboimiseksi pylv&#n ldpi, Jjossa on
kantajana immobilisoitu ETI,minkid Jjdlkeen sc-TPA eluoidaan
eluentilla, jonka pH on v&hint#lén 4,5 ja dc-TPA eluentilla,
jonka pH on alle 4,5.

Toisessa timin keksinnon muodossa sc-TPA:n jastai dc-TPA:n
seos ajetaan lipi pylvi#n, jossa on kantajana immobilisoitu
ETI, ja jos halutaan yksinomaan sc-TPA:ta, pylvis késitel-
154%n eluentilla, jonka pH on vdhint&&n 4,5, Jja jos halutaan
yksinomaan dc-TPA:ta, pylvds kdsitelldin eluentilla, jonka
pH on alle 4,5, ©N&in joko sc-TPA tai dc-TPA voidaan eristaa

ja puhdistaa tarvittaessa.
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Eri&ssd toisessa timin keksinndn muodossa ylléesitetty eris-
tys- ja puhdistusmenetelms voidaan tehokkaammin suorittaa
1isH%mi115 amidiinijohdosta tai guanidiinijohdosta, kuten ar-
giniinia ja bentsamidiinia eluentin lisdaineeksi. Esimer-
kiksi eluointikuvaja, jossa on riittHvin terévé tPA-affini-
teettipiikki (piikit), voidaan aina saada erilaisissa
eluointiolosuhteissa, joihin kuuluu vaihtelu pylvé#n koossa

ja vastaavassa.

Suositeltavat tim¥n keksinndén mukaiset esimerkit ETI:n immo-
bilisointikantajaksi ovat liukenematon agaroosi, dekstraani,
selluloosa, polyakryyliamidi ja polyeteeniglysidyylimetakry-
laattipolymeeri. Suositeltavat esimerkit menetelmistd ETI:n
immobilisoimiseksi koostuvat tavallisista tunnetuista mene-
telmist¥, kuten tyypillisesti menetelmisté sitoa ET! kanta-
jaan, joka on esiaktivoitu syaanibromidilla, hiili-imidokop-
lausmenetelméstsd, missd vapaa aminoryhmd sidotaan vapaa-
seen karbonyyliryhm##n, ja glutaarialdehydikoplausmenetel-
mistd, missd aminoryhm¥ sidotaan kantajaan, joka aikaisemmin
on muunnettu aminoalkyylimuotoon. Erds toinen esimerkki im—
mobilisoiduksi ETI:n kantajaksi on perjodaattiaktivoitu
kantaja, miss# muodostunut aldehydiryhm¥ reagoi ETI:n amino-
ryhmin kanssa pH-valilla 4 - 6 ja Schiffin emakseksi Jia

sen jalkeen pelkistet&dn natriumboorihydridilla tai
natriumsyaaniboorihydridills. Edelleen kantajamateriaalil
voidaan muuntaa hydratsiinisukkinyylijohdokseksi, jossa
karboksyyliligandi sidotaan aminoryhmi#in EDC:n (l-etyy-
11-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi)> tai diatsonoi-
misen kautta. Selluloosakuidut ja hiukkaset muutetaan hyd-
ratsiinijohdoksiksi, jolloin voidaan k¥yttd# Parikh et al.
mukaista menetelmds (Methods in Enzymology 34. 77 - 102,
julkaisija V.B. Jakobi and Wilcheck, Academic Press, N.Y.).
Polyakryyliamidihiukkaset voidaan sitoa suoraan glutaarial-
dehydikoplausmenetelm&lld +tai p-aminobentsamidoetyylijoh-

doksen tai hydratsiinijohdoksen diatsonoinnilla.
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TEmén keksinndn mukaisesti eluentit tPA:n eluoimiseksi ovat
happoliuckset, joiden pH on alle 6, vesiliukoiset suola-
liuckset ja puskuriliuckset.

Suositeltavina esimerkkeini t#llaisista happoliucksista ovat
sellaiset, jotka sis#ltsvit vdhint#¥n yhden hapon, joka on
valittu hapoista, joihin kuuluu tyypillisesti sitruunahappo,
oksaalibappo, maitohappo, meripihkahappo, etikkahappo, ftaa-
libhappo, glutamiinihappo, asparagiinihappo, adipiinihappo,
fosforihappo ja vetykloridihappo.

Suositeltavina esimerkkeinX t#llaisista vesiliukoisista suo-
laliuoksista ovat vesiliuokset, jotka siséltévit vEhintsén
yhden suolan, joka on valittu suoloista, joita ovat tyypil-
listi natriumkloridi, kaliumkloridi, litiumkloridi, ammo-
niumkloridi, bariumkloridi, kalsiumkloridi, magnesiumkloridi,
natriumsulfaatti, ammoniumsulfaatti, kaliumnitraatti, ka-

liumtiosyanaatti, natriumtiosyanaatti, ammoniumtiosyanaatti.

Edelleen esimerkkin# suositeltavista puskuriliuoksista ovat
natriumfosfaattipuskuri, kaliumfosfaattipuskuri, veronaali-
puskuri, seokset yhdistelmist& kuten natriumfosfaatti - fos-
forihappo, kaliumfosfaatti - fosforihappo, sitruunahappo -
natriumsitraatti, meripihkahappo - boraatti, maitohappo -
natriumlaktaatti, etikkahappo - natriumasetaatti, oksaali-
happo — natriumoksalaatti, glysiini - vetykloridihappo, ka-
liumvetyftalaatti - natriumhydroksidi.

Nim4% eluentit voivat edelleen siséltd& yhden tai useamman

vesiliuvkoisen orgaanisen liuottimen.

Kiytettsess# lisdaineena amidiinijohdosta tai guanidiinijoh--
dosta tPA:n eluoimiseksi suositeltava lisdainekonsentraatio
on aluella 1 mM:sta maksimiliukoisuuteen. Esimerkiksi

pH:ssa v#lilld 4,5 - 6,0 sopiva konsentraatio pienenee suh-
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teessa lihestyttHess# pH:ta 4,5, kun taas korkeimpaa kop-
sentraatiota tarvitaan lshestyttHesss pH:ta 6,0.

Tims keksinndn er#s suoritusmuoto késitt## vaiheet, joissa
ajetaan soluviljelmsn supernatantti, jossa on ihmisen - tPA:ta
ETI-pylv#sn l&pi tPA:n adsorboimiseksi, poistetaan ep#toivo-
tut proteiinit pesemill¥, seuraavaksi otetaan talteen pyl-
vEésts sc-TPA kéyttHen eluenttia, Jonka pH on 4,5 - 6,0 1i-
s#aineen kanssa ja sitten otetaan talteen dc-TPA muuttamalla

eluentin pH alle 4,5.

Alan ammattimiehet tietivit, ettd amidiinijohdokset tail gua-
n1dm1johdokset sitoutuvat kilpailevasti trypsiinityyppisen
proteinaasin aktiiviseen keskukseen dissosioimaan entsyy-
mi-inhibiittorikompleksin. Kuitenkin on téysin uutta tek-
niikkaa kEyttss tHtd 1lmist¥ t¥llaiseen spesifiseen tapaan
eristd¥ sc—-TPA ja dc-TPA tarkoituksenmukaisimmissa eristys-

olosuhteissa.

Jos 1EhtBaine, jota késitelld¥n t&mn keksinnn mukaan, si-
sH1t4% mahdollisesti pieni¥ mMsri¥ epldtoivottuja aineita,
kuten trypsiinin tapaisia ensyymej¥, jne., nimi aineet voi-
daan adsorboida tai desorboida ETI:st& ja ne toimivat inter—
feroivina tekijdini timdn keksinnén mukaisessa puhdistuspro-
sessissa. Tarvitaessa suositellaan esikiisittelysd ndiden

epitoivottujen aineiden poistamiseksi.

Tsm¥ poistamisprosessi suoritetaan kiyttéimsills immobilisoi-
tua soijapaputrypsiini-inhibiittoria (josta t&stslshin kdy-
tet#sn lyhennetts STI) tai jotain muuta Kunits-tyyppistd in-
hibiittoria, jota syntyy soijapavun siemenissi ja jolla on
samanlainen molekyylipaino kuin ETI:11& ja aminohapposek-—

venssi 8@ %:sti homologinen verrattuna ETI:in.



96211

STI on hyvin samanlainen kuin ETI spesifisyydess¥¥n, mutta
se ei inhiboi tPA:ta. Nsiden kahden inhibiittorin yhdistet-
ty klytts johtaa selektiivisyyteen, joka on verrannollinen
siihen, joka saavutetaan kiytettldessd immobilisoitua ei-ih-
misen tPA monokloonista vasta-ainetta. T&mE menetelmi
sisK1tés soluviljelmiiliuoksen supernatantin, joka sisdaltaa
ihmisen tPA:ta, ajamisen immobilisoidun STI pylvésn l8pi si-
tomaan osan pient# midr¥4 epitoivottua proteinaasia, joka
sis¥ltyy viljelmln supernatanttiin, ja sitten saadun eff-
luentin ajamisen immobilisoidun ETI-pylvi&n l&pi sitomaan
tPA:n, ETI-pylvaan pesun, jotta epitoivotut proteiinit pois-
tuvat, ja lopuksi sc-TPA:n ja dc-TPA:n eristémisen ja puh-

distamisen erillisesti muuttamalla eluentin pH: ta.

Er¥sn t¥min keksinndn tlrke#n muodon mukaisesti saadaan me-
netelm¥, joka on kiyttdkelpoinen riippumatta tPA:ta sisd8lté-
v#n solun tyypist#. Tarkemmin sanoen, timA keksinté tekee
mahdolliseksi erist#i ja puhdistaa sc-TPA:n jastal dc-TPA:n
mistX¥ tahansa solutyypist¥# kuten melancomasoluista, ihmisen
normaalisoluista ja soluista, jotka on transformoitu ihmisen
tPA-geenills geenimanipulaatiolla. Lis¥ksi téimd keksint®
tekee mahdolliseksi erist¥# ja puhdistaa sc-TPA jastai dc-
TPA viljelmin supernatantista, Jjohon on lisitty seerumia sa-
moin kuin seerumivapaasta viljelmin supernatantista. siis

riippumatta elatusnesteen koostumuksesta.

Er#&n toisen timin keksinndén huomattavan suoritusmuodon mu-
kaisesti kehitetty menetelmd on sopivasti kdyttékelpoinen
misssi tahansa sc-TPA:n jas/tai dc-TPA:n eristys- ja pubhdis-
tusvaiheessa tPA:n erilaisissa késittelyissd tail preparatii-
visessa prosessissa tPA:n valmistamiseksi. Esimerkiksi ha-
jutun sc-TPA:n jastai dc-TPA:n eristéminen ja puhdistaminen
suoritetaan viljelem¥11% soluja, jotka kykenevit tuottamaan
tPA:ta ja sitten kisittelemdlls saatua viljelmiistd perdisin
olevaa seosta timin keksindén mukaisella menetelmdlls. Vil-

jelmist¥ perdisin oleva seos tarkoittaa viljelysolujen raa-



96211

kauutosta, solutonta viljelmisupernatanttia tai niiden pro-
sessoitua materizalia. Mik# tahansa néista valitaan tarvit-

taessa.

Muut tEm¥n keksinndn térke#t muodot tulevat ymmirrettidviksi

seuraavista ihmisen tPA:n puhdistusmenetelmien kuvauksista.

Esimerkki 1.

Seuraavissa esimerkeissHd kéytetetyt pylvilt, joissa on kan-
tajana immobilisoitu affiniteettiagentti, ETI tai STI, val-

mistettiin seuraavalla tavalla.

Erytrina latissima:n siemenet koottiin ja valmistettiin Jou-
bert et al. menetelmin mukaan (Hoppe-Seylers’'s Z. Physiol.

Chem. 362 (1981) 531 - 538). Jauhetut siemenet, joista ras-
va oli poistettu, annettiin seisoa yli ydn 10 <C lémpdtilas-

sa 0,5 M RaCl liuoksessa uuttumassa. Liuvos siemenineen
sentrifugoitiin supernatantin kerlémiseksi ja aiottu aine
ker¥ttiin supernatantista ammoniumsulfaatilla saostamalla.
Niin saatu materiaali kromatografoitiin onnistuneesti Sepha-
dex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals), DEAE-selluloosa (Phoe-
nix Chemicals) ja DEAE-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals)
-geeleill¥. Saatu puhdistettu valmiste antoi elektroforee-
silla 15 % polyakryyliamidigeeliss#, jossa 0li 0,1 % nat-
riumdodekyylisulfaattia (SDS), yhden vydhykkeen, jonka il-
meinen molekyylipaino oli 22000 daltonia.

Kaksikymmentskuusi milligrammaa t&t& puhdistettua valmistet-
ta sidottiin 5 ml bromisyanidiaktivoituun agaroosiin (Sepha-
rose, Pharmacia Fine Chemicals), joka o0li tasapainoitettu
fosfaattipuskurilla, pH 7.4, joka sisélsi 0,4 M NaCl, 0,1 %
Triton X-100 (Wako Jun-yaku Co., Japani) ja 0,02 % natriumat- -
sidia stabilisattorina, ja lopuksi pakattiin kertakdyttdmuo-
viruiskuun muodostamsan 5 ml pylvd#n (t¥stélihin merkittynd
ETI-Sepharosepylvéas).
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Kaksikymment#viisi milligrammaa kromatografisesti . puhdasta
STI:t4 (Sigma Co.) sidottiin S ml bromisyanidiaktivoituun aga-
roosiin, joka oli tasapainoitettu fosfaattipuskurilla, pH
7,4, Jjoka sisdlsi 4 M NaCl, 0,1 % Triton X-100, ja lopuksi
pakattiin kertakiyttémuoviruiskuun muodostamaan 5 ml pylvésn
(tistdlshin merkittyn¥ STI-Sepharosepylvias).

Esimerkki 2.

Kaksi litraa ihmisen melanoomasoluviljelm#n supernatanttia
(Bowes, ATCC CRL 1224 G361)>, joka sis¥lsi 10 % lEmmdllé
inaktivoitua (56 =C 30 min) sikidvasikan seerumia ja 20 KIU
(Kallikrein inhibittoriyksikkd#)/ml aprotiniini¥ stabiloi-
tiin 0,02 % Tween 80:1lla (Wako Jun-yaku Co, Japani) ja 0,4
NaCl:1la ja ajettiin STI-Sepharosepylvaaseen.

STI-pylvéastd saatu eluentti ker#ttiin ja plasminogeenist&
riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus mitattiin. Noin 98 %
pylvédseen kidytetystd aktiivisuudesta havaittiin. Eluentti
stabiloitiin 0,1 M NaCl:1la (lopullinen konsentraatio) ja
sitten kohdistettiin ETI-Sepharosepylvadseen.

ETI=pylvédstd tullut eluentti kersttiin ja mitattiin plas-
ninogeenistd riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus. Noin 10
% pylvitseen kidytetystd aktiivisuudesta havaittiin. Anti-ih-
mis-tPA-vasta-aineilla suoritetulla tsymografialla, joka
suoritettiin st-polyakryyliamidigeelielektroforeesin jal-
keen, effluentti osoitti kaksi plasminogeeniaktivaattori—
fraktiota, toisen, jolla oli molekyylipaino 110000 + 20000
daltonia ja toisen jolla molekyylipaino oli 70000 daltonia.
Kun kaikki eluentti oli ajettu pylvsdkn la&pi, pylvéas pes—
tiin 20 kertaisella pylvH#n tilavuudella nestettsd, joka si-
sélsi 1,0 M NaCl ja 0,2 % Tween 80. Talteenotetulla nes-
teelld oli noin 5 % aktiviisuus pylvédseen kiytetystd aktii-

visuudesta ja se osoitti kaksi plasminogeeniaktivaattori—
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fraktiota tsymografialla, toisen, jonka molekyylipaino oli
110000 + 20000 daltonia, ja toisen, jonka molekyylipaino oli

70000 daltonia.

Pylvidseen adsorboituneet proteiinit eluoitiin kiyttdmslls
lineaarista pH gradienttia v31illa 5,5 - 3,0 k&yttéen 0,2 M

sitruunahappopuskuria, joka sis&alsi 0,15 M NaCl.

Téss# eluoinnista havaittiin kaksi aktiivisuuspiikkis, toi-
nen pH:ssa 5,2 - 4,5 eluoitunut, ja toinen pH:ssa 4,5 - 3,7
eluoitunut piikki. NEilld kahdella fraktiolla oli yhteinen
70000 daltonin molekyylipaino SDS-polyakryyliamidigeelielektro-
foreesilla. Néiiden yhdistettyjen fraktiociden aktiivisuus
oli 80 - 85 % pylvésseen kidytetystd aktiivisuudesta.

Néim¥ kaksi fraktiota, sen jélkeen, kun ne oli pelkistetty
f-merkaptoetanolilla, kohdistettiin SDS-polyakryyliamidigee-
lielektroforeesiin ja hopeavéirjdysanalyysiin. Paljastui, et-
t8 fraktio, joka eluoitui pH—alueellaSaz"4:5a osoitti
vyShykkeen, jossa molekyylipaino oli 70000 daltonia tai hi-
taamnin migratoituvan vy8hykkeen geelilld pelkistyksen jHl-
keen, kun taas fraktio, joka eluoitui pH alueella 4,5 - 3,7,
osoitti vyShykkeen, jolla oli molekyylipaino 30000 - 40000
daltonia, mutta molekyylipainon 70000 daltonia molekyylipai-
non vyshyke katosi pelkistyksen j#lkeen. N&iden tulosten
perusteella puskurilla pH-v&11i118 5,2 - 4,5 eluoitunut tPA
tunnistettiin sc-TPA:ksi ja pH-v#1ills 4,5 - 3,7 eluoitunut
tPA tunnistettiin dc-TPA: ksi.

Esimerkki 3.

Kakei litraa ihmisen sikidn esinahan solujen soluviljelmin
supernatanttia (Flow 7000 (Flow Laboratories Inc. USA)), jo-
ka sisHlsi 10 % l¥mmdll# inaktioitua (56 =C 3@ minuuttia)d
sikibvasikan seerumia ja 20 KIU/ml aprotiniinia stabiloi-
tiin 0,02 % Tween 80:114 ja 0,4 NaCl:1lla ja kohdistettiin
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STI-Sepharosepylvédseen samalla tavalla kuin on kuvattu

esimerkissa 2.

STI-pylvilsta tullut eluentti ker#&ttiin ja plasminogeenis-
t¥ riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus mitattiin. Noin 98
% pylvhdseen kdytetysté aktiivisuudesta havaittiin. Eluentti

stabiloitiin 1,0 M NaCl:1l1la (lopullinen konsentraatio) ja
kohdistettiin sitten ETI-Sepharosepylvéaseen.

ETI-pylv&asstd tullut eluentti kerattiin ja mitattiin

plasminogeenisté& riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus.
Noin 45 % pylviddseen kléytetystd aktiivisuudesta havaittiin.

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin jilkeen anti-ihmis-

tPA-vasta-aineella tehdylla tsymografialla eluentti
osoitti useita fraktioita tai vyShykkeits plasminogeeniakti-
vaattorille muutamia vydhykkeitd, joissa oli molekyylipai-
no noin 100000 daltonia, useita vydhykkeitd, joissa molekyyli-
painoc oli noin 50000 - 70000 daltonia, ja yhden vyShykkeen,

jossa molekyylipaino oli noin 35000 daltonia.

ETI-Sepharosepylvas pestiin 20 kertaisella pylvédn tilavuu-
della 1,0 M NHL,HCOs, pH 7,5, joka siséilsi 1,0 M NaCl ja 0,2 %
Tween 80. Talteenotetulla nesteellé oli noin 5 % pylvaa-
seen kiytetystd aktiivisuudesta ja se osoitti samanlaisia

tsymografisia vyShykkeitd kuin yl1l4 on kuvattu.

Eluutio suoritettiin samalla tavalla kuin on kuvattu esimer-—
kissd 2, paitsi etts kdytettiin puskuria, joka sisdlsi 0,15
M NaCl ja 0,1 M glysiinis, pH 4,5 Jja 3,5.

Tuloksena saatiin samanlainen eluutiokuvaaja, kuin havait-
tiin esimerkiss& 2. Yhdistettyjen fraktioiden aktiivisuus
oli 40-50 % pylvisseen kiytetystd aktiivisuudesta. N&illa
kahdella fraktiolla oli keskimiéirdinen molekyylipaino 70000
daltonia SDS—polyakryyliamidigeelielektroforeesilla. Sen

j¥lkeen, kun nsmi kaksi fraktiota oli pelkistetty B-merkap-
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toetanolilla, niille suorittiin elektroforeesi ja hopeavir-
jéysanalyysi. Paljastui, ettd pPH 4,5:n puskurilla eluoitu-
neella fraktiolla oli molekyylipaino 70000 daltonia eikd se
osoittanut muutosta molekyylipainossa tai hitaammin migra-
toituvan vyshykkeen geelilld pelkistyksen jdlkeen, kun taas
fraktiolla, joka eluoitui pH 3,5:n puskurilla, osoitti vydhyk-
keen, jolla oli molekyylipaino 30000 - 40000 daltonia, mutta
ei sellaista vyShykett#, joka vastaisi molekyylipainon 70000
daltonin vyShykett# pelkistyksen jdlkeen. THst# tuloksesta
pH:ssa 4,5 eluoitunut tPA tunnistettiin sc-TPA:ksi ja pH
3,5:ssa eluoitunut tPA tunnistettiin dc-TPA: ksi

Esimerkki 4.

Kaksi litraa hiiren fibroblastisolujen, joita oli transfor-
moitu ihmisen tPA-geenill# (hakemusjulkaisu FI 864777), so-
luviljelmin supernatanttia, Jjota oli tdydennetty 2 % limmSl-
18 inaktivoitua (56 <C 30 min) siki&vasikaﬁ seerumia ja 20

KIU/ml aprotiniini#, stabiloitiin 0,02 % Tween 80:11la Ja 0,4

NaCl:1la ja kohdistettiin gTI-Sepharosepylvaaseen.

STI-pylvHsstd tullut eluentti kerdttiin ja plasminogeenis-
t4 riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus mitattiin. ©Noin 98
% pylviéldseen kiytetyst# aktiivisuudesta havaittiin. Eluentti
stabiloitiin 1,0 M NaCl:114 (lopullinen konsentraa-

tio) ja kohdistettiin ETI-Sepharosepylvaaseen.

Eluentti ETI-pylvi#sts kerdttiin ja mitattiin plasminogee-
nisyydest& riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus. Noin 10 %
pylvidseen kiytetystd aktiivisuudesta havaittiin. Anti-ihmis-
tPA-vasta-aineilla suoritetulla tsymografialla, Jjoka
suoritettiin SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin j&l-
keen, eluentti . osoitti kaksi fraktiota plasminogeeniakti-
vaattoria, toisen, jonka molekyylipaino oli 110000 + 20000
daltonia ja toisen, jonka molekyylipaino oli 70000 daltonia.
Kun kaikki eluentti oli ajettu pylvi#n l&pi, pylvés pes-
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tiin 20 kertaisella pylvi#n tilavuudella nestettd, joka si-
s¥lsi 2,0 M NaCl ja 0,2 % Tween 80. Talteenotettulla nes-
teelld oli noin 5 % pylvaidseen kiytetystd aktiivisuudesta ja
se osoitti kaksi plaminogeeniaktivaattorifraktiota tsymogra-
fialla, toisella molekyylipaino oli 110000 + 20000 daltonia,
ja toisella molekyylipaino oli 70000 daltonia.

Pylvdliseen adsorboitunut proteiini eluoitiin ¢,2 M natrium
fosfaattiliuoksella, joka sis#lsi g,15 M NaCl, pH 4,5 Jja pH
3,5. Havaittiin samanlainen eluutiockuvaaja kuin esimerkissé
2. Tuloksena saatujen kahden fraktion yhteinen aktiivisuus
oli 80 % pylvadseen kéytetystd aktiivisuudesta. N&illad kah-
della fraktiolla oli yhteinen 70000 daltonin molekyylipaino

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesilla.

N&ille kahdelle fraktiolle, sen Jﬁlkeeh, kun ne oli pelkis-
tetty PB-merkaptoetanolilla, tehtiin SDS-polyakryyliamidi-
geelielektroforeesi ja hopeavirjdysanalyysi. Paljastui ettd
pH:ssa 4,5 eluoitunut liuos osoitti vydhykkeen, jolla oli
molekyylipaino 70000 daltonia ja siten se ei osoittanut muu-
tosta molekyylipainossa tai hitaammin migratoituvan vydhyk-
keen geelillsd pelkistyksen jHlkeen, kun taas pH 3,5 liuos
osoitti vybhykkeen, jolla oli molekyylipaino 30000 - 40000
daltonia, mutta ei sellaista vyshykettd, joka vastaisi mole-
kyylipainon 70000 vydhykett® pelkistyksen jHlkeen. Tasta
tuloksesta pH:ssa 4,5 eluoitunut tPA tunnistettiin sc-
TPA:ksi ja pH:ssa 3,5eluoitunut tPA tunnistettiin dc-

TPA: ksi.

Esimerkki 5

Kaksi litraa ihmisen melanoomasoluviljelmin supernatanttia
(Bowes, ATCC CRL 1224 G361), joka sis¥lsi 10 % l&mmdlla
inaktivoitua (56 ©C 30 min) sikiSvasikan seerumia ja 20
KIU/ml aprotiniinia, stabiloitiingQ,02 % Tween 80:114 ja 1 M
NaCl:1lla ja ajettiin ETI-Sepharosepylvé&seeni:
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Pylvidstsd ker#ttiin eluentti Jja mitattiin plasminogeenis-
t8 riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus. Noin 10 § PYlvias-
seen kHytetystd aktiivisuudesta havaittiin. Anti-ih-
mis-tPA-vasta-aineilla suoritetulla tsymografialla, joka suo-
ritettiin SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin jalkeen,
effluentti osoitti kaksi fraktiota plasminogeeniaktivaatto-
ria, toisen Jolia 0li molekyylipaino 110000 + 20000 daltonia
ja toisen, jolla molekyylipaino oli 70000 daltonia.

Kun kaikki eluentti ©1l1i ajettu pylvésin l&pi, pylvés pes-—
tiin 20 kertaisella pylvéén tilavuudella nestettHd, joka si-
sklsi 2 M FaCl ja 0,2 % Tween 80. Talteenotetulla nesteel-
13 0li noin 5 % pylvilseen kéytetystd aktiivisuudesta ja se
osoitti kaksi plasminogeeniaktivaattorifraktiota tsymogra-
fialla, toisen, jonka molekyylipaino oli 110000 + 20000 dal-
tonia ja toisen, jonka molekyylipaino oli 70000 daltonia.

Pylviiseen adsorboituneet proteiinit eluoitiin kiytt&mdlla
lineaarista pH-gradienttia 6,5 - 3,0 kdyttHen 0,2 M veronaa-
lipuskuria, joka sis#lsi 0,2 M bentsamidiinia ja 0,15 M
NaCl.

TH11H eluutiolla havaittiin kaksi aktiivisuuspiikkis, yksi
piikki, joka eluoitui pH-alueella 6,0 - 4,5 Ja toinen pH-
alueella 4,5 - 3,5. NHill#d kahdella frakticlla oli yhteinen
70000 daltonin molekyylipaino SDS-polyakryyliamidigeeli-
elektroforeesilla. Nsiden Yhdistettyjen fraktioiden aktiivisuus
oli 80 - 85 % pylvdiseen kdytetystd aktiivisuudesta.

Sen jdlkeen, kun ném¥ kaksi fraktiota oli pelkistetty
B-merkaptoetanolilla, niille tehtiin SDS-polyakryyliamidi-
geelielektroforeesi ja hopeavirjdysanalyysi. Paljastui, ettd
pH-alueella 6,0 - 4;5 eluoitunut fraktio osoitti vyShyk-
keen, jonka molekyylipaino oli 70000 daltonia ja siten ei

muutosta molekyylipainossa, tai hitaammin migratoituvan vy&-—
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hykkeen geelin pelkistyksen j¥lkeen, kun taas fraktio, joka
eluoitui pH-alueella 4,5 - 3,5 osoitti vydhykkeen, jolla oli
molekyylipaino noin 30000 - 40000 daltonia, mutta molekyyli-
painon 70000 daltonia vyShyke katosi pelkistyksen j&Elkeen.
Nhists tuloksista puskurilla pH:ssa 6,0 - 4,5 eluoitunut tPA
tunnistettiin sc-TPA:ksi ja pH aluella 4,5 - 3,5 eluoitunut
tPA tunnistettiin dc-TPA:ksi.

Esimerkki 6.

Kaksi litraa ihmisen sikidn esinahan solujen (Flow 7000) so-
luviljelmdin supernatanttia, joka sissilsi 10 % lEmmS11&8 inak-
tivoitua (56 =C 3@ minuuttia) sikidvasikan seerumia ja 20
KIU/ml aprotiniinia stabiloitiin 0,02 % Tween 80:1la ja 1 M
NaCl:1lla ja kohdistettiin ETI-Sepharosepylvaadseen.

ETI-pylvitists kerdttiin eluentti ja mitattiin plasminogeenis-
ta riippuva - fibrinolyyttinen aktiivisuus. Noin 45 % pyl-
visseen kiytetystd aktiivisuudesta havaittiin.

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin jadlkeen tehdyn tsy-
mografian mukaan effluentti osoitti useita fraktioita tail
vyShykkeits plasminogeeniaktivaattorille; muutamia vyShykkei-
t#, joissa oli molekyylipaino noin 100000 daltonia ja useita
vythykkeits, joissa molekyylipaino oli noin 50000 - 70000
daltonia ja yhden vybhykkeen, jossa molekyylipaino oli noin
35000 daltonia.

ETI-Sepharosepylvés pestiin 20 kertaisella pylvéddn tilavuu-
della nestett#, joka sis8lsi 0,1 M dinatriumfosfaatti-nat-
riumhydroksidipuskuria, PH 9,5, joka sisélsi 2,0 M NaCl.
Talteenotetulla nesteells oli noin 5 % pylvidiseen kéytetystd
aktiivisuudesta ja se osoitti samat vydhykkeet kuin ylli

tsymografialla kuvatussa.
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Eluutio suoritettiin 0,1 M natriumfosfaatti-fosforihappo-
liuoksella, Joka sis#lsi 0,3 M arginiinia ja 0,15 M NaCl (pH
5,5), ja 0,2 M sitruunahappopuskurilla <pH 3,0), joka sisllsi
0,15 M NaCl.

Tuloksena saatiin eluaatista kaksi fraktiota eri pH-pusku-
reilla. Yhdistettyjen fraktioiden aktiivisuus oli 40 - 50 %
pylvssseen kiytetyst¥ aktiivisuudesta. N#ill¥ kahdella
fraktiolla oli yhteinen 70000 daltonin molekyylipaino SDS-

polyakryyliamidigeelielektrdforeesiila.

NEille kahdelle fraktiolle, sen jHlkeen, kun ne oli pelkis-
tetty B-merkaptoetanolilla, tehtiin SDS-polyakryyliamidigee-
lielektroforeesi ja hopeavirjdysanalyysi. Paljastui, ettsd
pH 5,5 -puskurilla eluaatilla oli molekyylipainon 70000 dal-
tonin vydhyke ja siten se ei osoittanut muutosta molekyyli-
painossa tail osoitti hitaammin migratoituvan vyohykkeen geelilla
pelkistyksen jHlkeen, kun taas pH 3,0 —puskurilla eluaatilla
oli vyshyke, jonka molekyylipaino oli 30000 - 40000 dalto-
nia, mutta molekyylipainon 70000 vyShykettd vastaava vyo-
hyke katosi pelkistyksen jHlkeen.

THst# tuloksesta pH:ssa 4,5 eluoitunut tPA tunnistettiin sc-
TPA:ksi ja pH:ssa 3.5 eluoitunut tPA tunnistettiin dc-

TPA: ksi.

Esimerkki 7.

Kaksi litraa hiiren fibroblastisolujen, joita oli transfor-
moitu ihmisen-tPA geenills (hakemusjulkaisu FI 864777), su-
pernatanttia, joka lisdksi sis#lsi 10 % 18mm5114 inaktivoitua
(56 ©C 30 min) sikidvasikan seerumia ja 20 KIU/ml aprotinii-
nia, stabiloitiin 1 M NaCl:1lla ja kohdistettiin ETI-Sepharo-

sepylvééseen.
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Eluentti ETI-pylvHtsts ker#ttiin ja mitattiin plasminogee-
nistd riippuva fibrinolyyttinen aktiivisuus. Noin 10 % pyl-
visiseen kiytetystd aktiivisuudesta havaittiin. Anti-ihmis-
tPA-vasta-aineilla suoritetulla tsymograafialla, joka suo-
ritettiin SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin jdlkeen,
effluentti osoitti kaksi fraktiota plasminogeeniaktivaatto-
rille, toisen, jonka molekyylipaino oli noin 110000 t+ 20000
daltonia ja toisen, miss¥ molekyylipaino oli noin 70000 dal-
tonia. Kun kaikki eluentti oli ajettu pylvdan l&pi, pyl-
v¥s pestiin 20 kertaisella pylvé#n tilavuudella 2 M NaCl-
livosta. Talteenotetulla nesteelld oli noin 5 % pylvi#seen
kiytetysts aktiivisuudesta ja se osoitti tsymografialla kak-
si vydhykett# plasminogeeniaktivaattorille, toisella oli mo-
lekyylipaino 110000 + 20000 daltonia, ja toisella molekyyli-
paino 70000 daltonia.

Pylvétiseen adsorboituneet proteiinit eluoitiin sitten 0,1 M nat-
riumfosfaattipuskurilla (pH6,0), Joka sis¥lsi 0,5 M bentsa-
midiinia ja 0,15 M NaCl, ja 0,1 M sitruunahappopuskurilla (pH
3,0), Joka sisdlsi 0,15 M NaCl. Kaksi erilaista fraktiota
saatiin kahdesta erilaisesta eluaatista. Saatujen kahden
fraktion yhteinen aktiivisuus oli 80 % pylvédseen kdytetysta
aktiivisuudesta. N#illd kahdella fraktiolla oli yhteinen
70000 daltonin molekyylipaino SDS-polyakryyliamidigeeli-

elektroforeesilla.

Sen jdlkeen, kun n8md kaksi fraktiota oli pelkistetty B—mer-
kaptoetanolilla, niille tehtiin SDS-polyakryyliamidigeeli-
elektroforeesi Jja sitten hopeavirjdysanalyysi. Paljastui, et-
ts pH 6,0 puskurilla eluaatti osoitti molekyylipainon noin
70000 daltonin vyShykkeen ja siten ei muutosta muutosta mo-
lekyylipainossa tai hitaamiin migratoituvan vyShykkeen gee-
11114 pelkistyksen jHlkeen, kun taas pH3,0 puskurilla
eluaatti osoitti vybhykkeen, jolla oli molekyylipaino 30000
- 40000 daltonia, mutta ei sellaista vydhykettd, joka vas-
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taisi molekyylipainon 70000 vyShykett# pelkistyksen jélkeen.
THstH tuloksesta pH:ssa 6,0 eluoitunut tPA tunnistettiin sc-
TPA:ksi ja pH:ssa 3,0 eluotitunut tPA tunnistettiin dc-

TPA: ksi.

Esimerkki 8.

Kaksi litraa kiinanhamsterin munasarjasolujen, joita oli
transformoitu ihmisen tPA-geenill# (CHO-cell C1271, ATCC CRL
1616>, viljelyn supernatanttia, joka sis#lsi 10 % ldmmdll&
inaktivoitua (56 ©C 30 min) sikiSvasikan seerumia ja 20
KIU/ml aprotiniinia, stabiloitiin 1 M NaCl ja kohdistettin 5
ml ETI-Sepharosepylvi&seen, joka oli tasapainoitettu 0,05 M
natriumfosfaattipuskurilla <(pH 7,5), Jjoka sis#lsi 1,0 M
NaCl. Pylvis pestiin sen j#lkeen 0,05 M NazHPO.:1lla (pH
9,5), Jjoka sisdlsi 2,0M NaCl ja 10 mM arginiinia.

ETI-pylv&sn koko eluentilla . ©1i noin 10 % pylvééseen k¥dy-
tetystd plasminogeenistd riippuvasta fibrinolyyttisesta ak-
tiivisuudesta, ja silli oli tsymografialla vyShyke, jonka
molekyylipaino oli 110000 + 20000 daltonia ja vychyke, jonka
molekyylipaino oli 70000 daltonia.

Pylvidsdseen adsorboituneet proteiinit eluoitiin ensiksi 0,05
M Na-HPO. - NaOH puskurilla (pH 4,5), joka sisdlsi 0,01 ), §
arginiinia ja 0,1 M NaCl. Eluaatin fibrinolyyttinen aktiivi-
suus 0li 60 % pylvidiseen kdytetystd aktiivisuudesta. Pyl-
vidseen jHineet proteiinit eluoitiin 0,1 M sitruunahappo-
puskurilla ¢pH 3,0), joka sisdlsi 0,1 M NaCl. Noin 25 %
pylvédseen kidytetystd aktivisuudesta saatiin talteen. N&il-
14 kahdella fraktiolla oli yhteinen 70000 daltonin molekyy-
lipaino SDS—polyakryyliamidigeelielektroforeesilla.

Sen j4lkeen, kun ndmd kaksi fraktioita oli pelkistetty
B-merkaptoetanolilla, niille tehtiin SDS-polyakryyliamidi-
geelielektroforeesi ja hopeavidrjdysanalyysi. Paljastui, etta
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pelkistyksen jHlkeen 4.5 pH:n eluaatti osoitti vyShykkeen,
missd oli molekyylipaino 70000 daltonia ja siten ei muutosta
molekyylipainossa, tai hitaammin migratoituvan vyShykkeen
geelin pelkistyksen jélkeen, kun taas pH 3,0 puskurilla
eluaatti osoitti vyshykkeen, jolla oli molekyylipaino 30000
- 40000 daltonia, mutta molekyylipainon 7000Q@ daltonia
vyohyke katosi pelkistyksen jdlkeen. Téstd tuloksesta
vahvistui, ettd pH:ssa 4,5 puskurilla eluoitunut tPA oli
sc-TPA ja pH:ssa 3,0 eluoitunut tPA oli dc-TPA.

Kokeellisista tuloksista pH:n ja arginiinin konsentraation
vilinen suhde sc-TPA:n eluoimiseksi paljastul seuraavaksi.
pH:issa 4,5, 1 mM - 5@ mM; pH:ssa 5,0, 0,03 M tai enemmin;
pH:issa 5,5, 0,10 M tai enemmin ja pH:ssa 6,0, 0,2 M tai
enemmin.

Esimerkki 9.

Yksi mooli NaCl (lopullinen konsentraatio) lis&ttiin 2 1lit-
raan ihmisen sikidn amnionkalvon solujen supernatanttiin
(FL, ATCC CCL-62), jotka oli transformoitu ihmisen tPA-gee-
nills, johon oli assosioitu ihmisen sytomegalovirus (HCMV)
promoottorina ihmisen tPA-ekspressioon. Soluviljelmin su-
pernatantista puhdistettiin sitten yksisdikeinen tPA ja kak-
sisiikeinen tPA kiyttden ETI-pylvists samaan tapaan kuin ku-
vattiin esimerkissa 8.

pH:ssa 4.5 ja 3,0 eluoituneiden fraktioiden fibrinolyytinen
aktiivisuus oli noin 7@ % ja noin 15 %, vastaavasti, pylvééa-

seen kiytetystd aktiivisuudesta.
Esimerkki 10.

Isintisolut Saccharomyces cerevisiae, jotka oli transformoi-

tu ihmisen tPA geenills, viljeltiin tavanomaisella menetel-
mi118 (Principles and Practice of Recombinant DNA Research
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with Yeast in the Molecular Biology of Yeast Saccharomyces:
Metabolism and Gene Expression pp. 603 - 636, Cold Spring
Harbor Labratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982).

Solut rikottiin lasihelmilld ja upotettiin jytettavaksi
0,05 M natriumfosfaattipuskuriin (pH7,5), Jjoka sisdlsi 1 M
NaCl ja(,02 % Tween 80. Suodatetulle uutteelle tehtiin

tPA:n puhdistus samalla tavalla kuin esimerkiss# 6.

Puskurilla pH5,5 saadulla eluaatilla oli molekyylipaino
70000 daltonia, mik8 ei muuttunut pelkistyksess#, joka teh-
tiin kuten yll8 olevissa esimerkeissd 2 - 8, ja osoitti 85 %
aktiivisuutta pylvd#seen kéytetystd aktiivisuudesta. Pusku-
rin pH3,0 eluaatin molekyylipaino (70000 daltonia) muuttui
pelkistyksessl, siis, vybhyke, jolla oli molekyylipaino
70000 daltonia katosi ja vydhyke, jolla oli molekyylipaino
30000 - 40000 daltonia, ilmestyi sen sijaan. Noin 1@ % pyl-
vitiseen k¥ytetystd aktiivisuudesta havaittiin téssd eluaa-

tissa.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd yksisdikeisen kudosplasminogeeniaktivaatto-

rin (tPA) ja kaksisiikeisen tPA:n puhdistamiseksi ja eristi-
miseksi erikseen niiti molempia sisdltivisti seoksesta, tun-
nettu siitd, ettd menetelmi sisiltii seuraavat vaiheet:

(a) seos, joka sisdltidi yksisdikeisii ja kaksisdikeisis
tPA:ita, viediin pylvddseen, jossa on immobilisoitua Erytrina
trypsiini-inhibiittoria affiniteettiaineena ndiden tPA:ien
adsorboimiseksi tidhin pylvéddseen;

(b) pylvds kédsitelldin eluentilla, jonka pH on alueella
4,5 - 6,0 yksisdikeisen tPA:n eluoimiseksi selektiivisesti,

(c) pylvds kidsitellididn eluentilla, jonka pH on alle 4,5
kaksisdikeisen tPA:n eluoimiseksi selektiivisesti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
sijitd, ettd eluentti sisiltii amidiinijohdoksen tai guani-
diinijohdoksen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd eluentti sisiltii amidiinijohdoksen tai guani-
diinijohdoksen, jonka konsentraatio on vadhintdin 1 mM.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetélmé, tunnettu
siitd, ettd amidiinijohdos on bentsamidiini.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd guanidiinijohdos on arginiini.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd seos on periisin tPA:n tuottavien solujen solu-
viljelmiists.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmin solut ovat melanoomasoluja.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmin solut ovat rekombinanttisoluja,
jotka on transformoitu siirti#mdlli niihin ihmisen tPA-geeni.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmin solut ovat kiinanhamsterin munasar-
jasoluja, hiivasoluja tai hiiren fibroblastisoluja.

10. Menetelmd yksisdikeisen kudosplasminogeeniaktivaatto-
rin (tPA) puhdistamiseksi ja eristdmiseksi seoksesta, joka
sisdltdd yksisdikeisti tPA:ta ja kaksisdikeistd tPA:ta, tun-
nettu siitd, ettid se sisiltii vaiheet, joissa tdmi seos vie-
dddn pylvéédseen, jossa on immobilisoitua Erytrina trypsiini-
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inhibiittoria affiniteettiagenttina tidmdn seoksen tPA:ien ad-
sorboimiseksi tdhi#n pylvidiseen, ja sitten eluoidaan selektii-
visesti t#hd#n pylvididseen adsorboitu mainittu yksisdikeinen
tPA eluentilla, jonka pH on alueella 4,5 - 6,0.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd eluentti sisiltdd amidiinijohdoksen tai guani-
diinijohdoksen.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd eluentti sisdltdd amidiinijohdoksen tai guani-
diinijohdoksen, jonka konsentraatio on vdhintdan 1 mM.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd amidiinijohdos on bentsamidiini.

14. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd guanidiinijohdos on arginiini.

15. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd seos on perdisin tPA:n tuottavien solujen solu-
viljelmdstd.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmdn solut ovat melanoomasoluja.

17. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmdn solut ovat rekombinanttisoluja,
jotka on transformoitu siirt&m#114 niihin ihmisen tPA-geeni.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd soluviljelmdn solut ovat kiinanhamsterin munasar-

jasoluja, hiivasoluja tai hiiren fibroblastisoluja.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r separat rening och separering av enkel-
kedjig vdvnadsplasminogenaktivator (tPA) och dubbelkedjig tPA
frdn en blandning, som inneh&ller dessa bdda, kidnnetecknat
av, att forfarandet bestdr av f&ljande steg:

(a) en blandning, som inneh&ller enkelkedjig och dubbel-
kedjig tPA, bringas i en kolonn, som inneh&ller en immobili-
serad Erythrina-trypsininhibitor som ett affinitetsmedel for
att adsorbera dessa tPA:n i kolonnen;

(b) kolonnen behandlas med ett elueringsmedium med ett
PH-vdrde av 4,5 - 6,0 for att selektivt eluera den enkel-
kedjiga tPA;

(c) kolonnen behandlas med ett elueringsmedium med ett
pH-vdrde av mindre &n 4,5 f8r att selektivt eluera den dub-
belkedjiga tPaA.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av, att
elueringsmediet innehdller ett amidinderivat eller ett guani-
dinderivat.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, kédnnetecknat av, att
elueringsmediet innehdller ett amidinderivat eller ett guani-
dinderivat med en koncentration av minst 1 mM.

4. Forfarande enligt patentkrav 2, kénnetecknat av, att
amidinderivatet &r bensamidin.

5. Forfarande enligt patentkrav 2, kdnnetecknat av, att
guanidinderivatet &r arginin.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av, att
blandningen erhdlls fré&n en odling av tPA-alstrande celler.

7. Forfarande enligt patentkrav 6, kénnetecknat av, att
odlingens celler #r melanomceller.

8. Forfarande enligt patentkrav 6, kannetecknat av, att
odlingens celler &r rekombinantceller, som transformerats
genom att inféra human-tPA-gen.

9. Forfarande enligt patentkrav 8, kénnetecknat av, att
odlingens celler &r &#ggstocksceller fr&n kinesisk hamster,
jdstceller eller musfibroblastceller.

10. Forfarande fo6r rening och separering av enkelkedjig
vavnadsplasminogenaktivator (tPA) frdn en blandning, som
innehdller enkelkedjig tPA och dubbelkedjig tPA, kdnnetecknat
av, att det bestdr av stegen i vilka denna blandning bringas
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i en kolonn, som innehdller en immobiliserad Erythrina-tryp-
sininhibitor som ett affinitetsmedel for att adsorbera tPA:n
av blandningen i kolonnen och ddrefter selektivt elueras den
enkelkedjiga tPA, som har adsorberats pd kolonnen, med ett
elueringsmedium med ett pH-vdrde av 4,5 - 6.0.

11. Férfarande enligt patentkrav 10, kdnnetecknat av, att
elueringsmediet innehdller ett amidinderivat eller ett guani-

dinderivat.

12. Férfarande enligt patentkrav 11, kdnnetecknat av, att
elueringsmediet innehdller ett amidinderivat eller ett guani-
dinderivat med en koncentration av minst 1 mM.

13. Férfarande enligt patentkrav 11, kdnnetecknat av, att
amidinderivatet &r bensamidin.

14. Fdérfarande enligt patentkrav 11, kidnnetecknat av, att
guanidinderivatet dr arginin.

15. Férfarande enligt patentkrav 10, kdnnetecknat av, att
blandningen erhdlls frdn en odling av tPA-alstrande celler.

16. Forfarande enligt patentkrav 15, kdnnetecknat av, att
odlingens celler &r melanomceller.

17. Férfarande enligt patentkrav 15, kdnnetecknat av, att
odlingens celler &r rekombinantceller, som transformerats
genom att inféra human-tPA-gen.

18. Férfarande enligt patentkrav 17, kdnnetecknat av, att
odlingens celler &r #ggstocksceller frén kinesisk hamster,

jédstceller eller musfibroblastceller.
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