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(54) Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Urokinase

(57) Die Erfindung beschreibt ein einfaches Chromatographieverfahren zur Gewinnung und Reinigung des
Plasminogenaktivators Urokinase. ErfindungsgemaR werden urokinasehaltige Losungen bei schwach saurem
bisneutralem pH-Wert mit neuen Cyanoalkyigruppen enthaltenden Tragern vom Methacrylattyp in Kontakt gebracht.
Dabei wird die Urokinase durch Adsorption an die Trager aus den Lésungen abgetrennt. Durch Desorption von den
Tragern mit Losungen alkalischen pH-Wertes, Dialyse und Lyophilisation wird die Urokinase in reiner Form erhalten.
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"Verfahren zur Gewinnung und Reinigung von Urokinase”

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung und Reini-
gung des Enzyms Urokinase aus Urokinase enthaltenden Lésun-
gen. Das Verfahren ist in der enzymherstellenden Industrie,
Medizin und Biochemie anwendbar.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen
Enzyme finden gegenwdrtig Anwendung in technologischen Pro-
zessen, bei der qualitativen und quantitativen Analyse und in

der Enzymtherapie. Dabei sind die Reinheitsanforderungen fir
die genannten Einsatzgebiete sehr unterschiedlich und im Fal—
le des Einsatzes in der Enzymtherapie besonders gro. Hoch=-
spezifische Isolier=- und Reln;gungsmethoden, die eine mog-
lichst vollstdndige Trennung von Begleitproteinen erlauben,
besitzen daher fir Enzyme zur Enzymtherapie besondere Bedeu-
tung. Ein Enzym, das fir die Enzymtherapie thromboembolischer
Erkrankungen in Frage kommt; ist die Urokinase. Urokinase ist
ein Plasminogenaktivator, der fur die Umwandlung des Plasmi-
nogens in das Plasmin verantwortlich gemacht wird und in
hochgereinigter Form in der Klinik zum Aufldsen von Blutge-
rinnseln eingesetzt wird. Die Isolierung und Reinigung der
Urokinase aus urokinasehaltigen Ldsungen gelingt nach ver-
schiedenen Methoden. Beschrieben wurden unter anderem F3l-
lungsreaktionen mit Schwermetallionen (US~-PS 2 901 382), die
aber den Nachteil der Giftigkeit der Schwermetallionen besit-
zen. Weiter sind auch Verfahren zur Isolierung der Urokinase
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‘auf der Basis einer Adsorption bekannt geworden, zum Beispiel
die chromatographische Reinigung mit Ionenaustauschern
(Methods in Enzymology, Vol. 35 (1976), 241 oder US=-PS

2 983 647) oder die Reinigung auf affinitédtschromatographi-
schem Wege /Methods in Enzymology Vol. 34 (1975), 53/. Diese
verfahren besitzen aber auch eine ganze Reihe von Nachteilen,
weil sie Urokinasepraparate mit nur geringer spezifischer Ak-
tivitdt ergeben oder die Affinitatstrager schwer zugédnglich
beziehungsweise mechanisch wenig stabil sind. Uber die Ver-
wendung synthetischer, organischer und makropordser Tragerma=
terialien, speziell vom Akrylat- oder Methakrylattyp liegen
bisher keine Angaben vor.

Ziel der Erfindung

Das zZiel der Erfindung besteht darin, ein technisch anwendba-
res Verfahren zur Gewinnung von Urokinase aus urckinasehalti=-
gen Lésungen zu entwickeln, das zu guten Ausbeuten fihrt und
wenig arbeitsintensiv ist.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Erfindungsgemal erfolgt die Isolierung und Reinigung des
Enzyms Urokinase aus Urokinase enthaltenden Ldsungen durch
Adsorption im schwach sauren bis neutralen pH~Bereich an Tra-
ger der Struktur

o | : .
rR-cZ,
0-CH,=CHz—=—CN .

Nach einem WaschprozeB wird die gebundene Urokinase mit LO=-
sungen eluiert, deren pH-Wert 9 - 11 betragen soll und nach

Dialyse und Lyophilisierung isoliert.

Unter Urokinase enthaltenden Ldsungen versteht man vorzugs-
weise Urin oder Ldésungen von rochen oder teilweise géreinigten
Urokinasepréparaten; die man nach bekannten Reinigungsverfah-
ren erhalt, wie sie oben beschrieben wurden.



Zur Herstellung der Triger obiger Struktur, worin R fir das
Tragergrundgeriust in hydrophilen und makroporésen Kopolymeren
aus Hydroxyalkylakrylaten oder Hydroxyalkylmethakrylaten mit
Alkyl von 02-06 und divinylischen oder polyvinylischen Mono=
meren als Vernetzungsmittel steht und n die Ziffern 1 = 3 be=
deuten soll, kommen eine Reihe aus der Polymerenchemie unter
dem Namen polymeranaloge Reaktionen bekannte Synthesemdglich-
keiten in Frage. Kbpolymere vom genannten Methakrylattyp eig-
nen sich aber besonders gut fir polymeranaloge Umsetzungen.
Ihre hohe hydrolytische Stabilit#t erlaubt einfache und viel-
faltige Modifikationen der polymeren Oberfliche sowohl in or-
ganischen als auch waBrigen Lésungsmitteln unter stark sauren
oder alkalischen Reaktionsbedingungen. Unter polymeranalogen
Reaktionen zur Synthese der Affinitatstrager obiger Struktur
sollen nukleophile Substitutionsreaktionen zwischen nach der
DDR-Patentschrift 157 340 hergestellten vernetztén Polyalkyl=-
methakrylat-arylsulfonaten (Alkyl =-CZ-C6 und Aryl = C6H5 be-
ziehungsweise CH3-CGH4) mit Natriumcyanid in einem aproti=-
schen Losungsmittel wie Dimethylformamid oder Additionsreak-
tionen von Hydroxyalkylmethacrylaten (Alkyl = CZ'CG) mit
Akrylnitril in Gegenwart einer Base wie Natriumhydroxid oder
Kaliumhydroxid in waBriger oder wiBrig-&thanolischer Losung
verstanden werden. Aber auch hydrophile und makroporése Kopo-
lymere aus Hydroxyalkylmethakrylaten (Alkyl 02-06) und
Nitrilgruppen enthaltenden Monomeren beziehungsweise Pfropf-
kopolymerisate, die obige Struktur besitzen, kénnen zur Iso-
lierung und Reinigung der Urokinase eingesetzt werden. Die

~ Adsorption der Urokinase an die unléslichen, hydrophilen und
makropordsen Trager obiger Struktur wird im Batchverfahren
unter Rihren oder Sdulenverfahren bei pH-Werten von 5 - 8,
vorzugsweise 6,8, und Temperaturen von 2 - 30°C, vorzugsweise
Umgebungstemperatur durchgefihrt. Die Triger werden nach der
Behandlung mit den urokinasehaltigen Lésungen mit einer

10 %igen Natriumchloridlésung gewaschen, die zus&atzlich
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1 x 10'3'mol/l EDTA enthadlt. Zur Elution der gebundenen
Urokinase werden alkalische L&sungen vom pH-Wert 9 -« 11 ver=
wendet. Als solche LOsungen eignen sich zum Beispiel Borat=-
puffer vom pH-Wert 9 - 11, vorzugsweise 10 oder Natronlauge=-
‘beziehungsweise Ammoniumhydroxidlésungen mit einer Konzentra-
tion von 1 x 10-2 -1 X 10-3 mol/l. Das.vorgeschlagene Ver=
fahren zur Gewinnung und Reinigung der Urokinase Uberwindet
viele der bisher bekannten Schwierigkeiten und ist durch sei=-
ne einfache Durchfihrbarkeit gekennzeichnet. Die erfindungs-
gemaf eingesetztén Trager besitzen gegenilber bisher bekannten
Tragermaterialien besondere praktische Vorteile. Ihre makro-
portse innere Struktur garantiert besonders grofBe Porendurch-
messer mit erheblicher innerer Oberfliche. Zusammen mit dem
hohen spezifischen Bindungsvermdgen der Trager fir die Uroki-
nase ergeben sich somit hohe Bindungsraten des Enzyms mit
sehr guten Reinigungseffekten. Die Tragermatrix ist daruber
hinaus mechanisch, thermisch und chemisch sehr stabil und
wird durch Mikroorganismen nicht angegriffen, so daB die Af-
finitéatstrager zur Urokinasegewinnung undm-reinigung‘mehrmalé
eingesetzt werden konnen und dadurch der Herstellungspreis
flir das Enzym verringert werden kann,

Nach dem erfindungsgeméﬁen Verfahren wird die Urokinase in
reiner Form und hoher Ausbeute gewonnen, und durch Lyophili-
sation nach einer Dialyse gegen destilliertes Wasser kann sie
auch in fester Form erhalten werden.

Nachstehend wird die Erfindung‘an einem Beispiel néher erlau-
tert:

<

Ausfihrungsbeispiel

Zwel Liter menschlichen Urins werden mit 50 ml Natronlauge
(:LO"1 mol/l) versetzt,und der gebildeté Niederschlag wird ab-
getrennt, Zur Losung wird unter Rihren und Eiskihlung Salz-
saure (10'1 mol/l) addiert, bis die L&sung einen pH=Wert von

6,8 = 7,0 erreicht hat. Diese LOsung wird auf eine Saule



(2 x 10 cm) aufgetragen, die 1,5 g eines spharischen makropo-
réosen Kopolymeren der erfindungsgem&Ben Struktur enthalt und
die mit destilliertem Wasser dquilibriert war. Nach dem
Durchlauf der L&sung wird die Kolonne mit einem Liter einer
10 %igen Natriumchloridldsung gewaschen, die zus&dtzlich

1x :1.0'3 mol/l Athylendiamintetraessigsdure (EDTA) enthalt.

~ AnschlieBend wird die Urokinase durch Elution mit einem ammo-
niakhaltigen Boratpuffer (0,1 mol/l) vom pH-Wert 10,0 vom Af=-
finitatstrager abgetrennt., Das Eluat wird gegen destilliertes
Wasser dialysiert, durch Ultrafiltration eingeengt und
‘lyophilisiért. Nach dem beschriebenen Verfahren werden 90 ¢
der im Urin enthaltenen Urokinase isoliert mit einer spezifi=
schen Aktivitadt von 1 600 Esteraseeinheiten pro Milligramm
Protein.



Erfindungsanépruch
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Urokinase, dadurch

gekennzeichnet, daB Urokinase enthaltende LOsungen mit Tra-
gern der Struktur | '

450

R=C
| ﬁ—CHZ—CdﬁT CN,

wobei R fir das Tragergrundgerist in hyd}ophilen und makropo-
rosen Kopolymeren aus Hydroxyalkylakrylaten oder Hydroxy-
alkylmethakrylaten mit Alkyl von,CZ-C6 und divinylischen oder
polyvinylischen Monomeren als Vernetzungsmittel steht und n
die ziffern 1 = 3 bedeuten soll, bei pH-Werten von 5 - 8 und
Temperaturen von 2 = 30°C im Saulen- oder Batchverfahren in
Kontakt gebracht werden, Fremdproteine mit Pufferldsungen hé-
herer Ionenstarke und einem pH=-Wert von 7 =~ 8 ausgewaschen
werden und die gebundene Urokinase mit wéfBrigen Lésungeh von
pH-Wert 9 - 11 eluiert, gegen eine waBrige Losung vom pH-Wert
6 - 7 dialysiert und lyophilisiert wird. ‘
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