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Hyytymistekijd VII:n puhdistus - Rening av faktor VII

Keksinndén ala

Keksint® liittyy menetelmadn, joka soveltuu kaytettdvaksi
hyytymistekijda VII:n aktivoitumisen ja pilkkoutumisen
aikaansaamiseksi hallitulla tavalla.

Keksinnén tausta

Hyytymistekija VII (FVII) on K-vitamiinista riippuvainen
seriiniproteaasi, jolla on ratkaiseva osuus veren hyytymisen
ulkoisessa aktivoitumistiessd. Se syntetisoituu maksassa ja
erittyy vereen, Jjossa se esiintyy yksiketjuisena glyko-
proteiinina (zymogeenina), jonka suhteellinen moolimassa on
noin 50 000. Ta&m& proteaasi katalysoi aktivoituneessa muo-
dossaan, FVIIa:na, kahden muun seriiniproteaasien ryhmdan
kuuluvan K-vitamiinista riippuvaisen hyytymistekiijén,
hyytymistekija IX:n (FIX) ja hyytymistekijd X:n (FX) akti-

voitumista.

Aktivoitunut FX (FXa) muuntaa tamdn jdlkeen protrombiinin
trombiiniksi. Trombiini muuttaa sitten fibrinogeenin fib-

riiniksi, joka on hyytymdn tdrkein ainesosa.

Hyytymistekijd VII voidaan puhdistaa veriplasmasta ja akti-
voida hyytymistekija VIIa:ksi menetelmilld, joita on kuvattu
julkaisuissa Broze ja Majerus, J. Biol. Chem. 255(4) (1980)
1242 - 1247 ja Hedner ja Kisiel, J. Clin. Invest. 71(1983)
1836 ~ 1841.

Hyytymistekijdad VIIa voidaan myds tuottaa yhdistelmi-DNA-
menetelmalla viljelmdlld hyytymistekijdd VII koodaavalla
DNA-sekvenssillad transfektoituja nisdkdssoluja asiaan-
kuuluvassa mediumissa, eristdmdlld tuotettu proteiini ija
aktivoimalla mainittu proteiini hyytymistekijd VIIa:ksi
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(tata on ké8sitelty eurooppalaisessa patenttihakemus-

julkaisussa nro 86 302 855.1.

Hyytymistekija& VIIa voidaan kayttdd sellaisten potilaiden
hoidossa, joille on kehittynyt inhibiittoreita hyytymis-
tekijdd VIII vastaan [Hedner ja Kisiel, J. Clin. Invest. 71
(1983) 1836 - 1841], ja sellaisten potilaiden hoitoon,
joilla on verenvuotohdiriditd, kuten verihiutalehdiridbitd,
joita ovat trombosytopenia, von Willebrand’in tauti ja muita
tyypillisesti vakavien kudosvaurioiden yhteydessd esiintyy
hdiriditd (tdtd on kasitelty eurooppalaisessa patentti-
hakemusjulkaisussa nro 86 309 197.1.)

Plasmasta perdisin olevan boviiniproteiinin [Radcliffe &
Nermerson, J. Biol. Chem. 250 (1975) 338 - 395] ja humaani-
yhdistelmd-proteiinin [Thim., et. al., Biochemistry 27
(1988) 7785 - 7793] puhdistuksen aikana FVII on aktivoitunut
kaksiketjuiseen muotoon Arg;sy-Ilejsz-sidoksen hydrolyysin
vaikutuksesta. FVII:n aktivoitumista tehostaa wvoimakkaasti
tdmdn adsorboituminen anioninvaihtimiin (dietyyliamino-
etyyliryhmilld tai trimetyyliaminoetyyliryhmilld modifioi-
tuihin polymeerigeelimatrikseihin) [Pedersen, A.H., et al.,
Biochemistry 28, (1989) 9331 - 9336]. FVII:n aktivoitumisen
tehostumismekanismia ei tunneta. Aktivoitumisen lisaksi osa
FVIIa-molekyyleistd pilkkoutuu molekyylin oman pilkkomis-
aktiivisuuden vaikutuksesta pddasiallisesti asemista 290
ja/tai 315 [Nicolaisen, e.m., et al., FEBS Lett. 317 (1983)
245 - 249]. Tallaiset pilkkoutumistuotteet ovat inaktiivisia
molekyylejd ja niiden esiintyminen hyytymistekija VIIa
-valmisteessa johtaa lopullisen valmisteen ominais-
aktiivisuuden pienenemiseen. Lisdksi pilkkoutumistuotteiden
middrd ja tyyppi voi wvaihdella tuotantoerdastd toiseen, mika
johtaa siihen, ettd tuotannossa saadaan valmisteita, joissa
on vaihtelevia maddria biologisesti aktiivista hyytymistekija
VIiIa:ta. Mikdli lopullinen valmiste sisdltda pilkkoutumis-
tuotteita, niin namd voivat kdynnistdd potilaan immuuni-
jdrjestelmdn toiminnan. Valmistetta uudelleen annettaessa
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voi sitten syntyd allergisia reaktioita, jotka wvakavissa
tapauksissa voivat johtaa kuolemaan. Potilaille voi myds
kehittyd suuria vasta-ainetiittereitd hyytymistekija VIIa:ta
vastaan, mik& vaikeuttaa mydhemmin annettavaa hoitoa tai

tekee t&min tehottomaksi.

Sellaisen puhdistetun FVIIa-tuotteen valmistamiseksi, jossa
pilkkoutumistuotteiden mddrd on pieni, on oleellista kont-
rolloida aktivoitumista ja viivastdd puhdistusmenetelmdn ja
myohemmdn kdsittelyn aikana tapahtuvaa pilkkoutumista.
Yksiketjuinen muoto, FVII, on FVIIa:sta poiketen resistentti
raskaan ketjun pilkkoutumiselle tai siind tapahtuu tallaista
paljon vahemman. T&std syystd voi olla edullista puhdistaa

FVII yksiketjuisessa muodossaan.

Edelld olevan perusteella tdmdn keksinnén tarkoituksena on
saattaa kdyttddn FVII:n puhdistusmenetelmd, jolla aktivoitu-
mista ja pilkkoutumista valtetddn tai namd pidetddn niin
vahdisend, ettd se on vield hyvaksyttdd, jolla menetelmalla
on tarkoituksena saattaa kayttddn erittdin puhdas homo-
geeninen tuote, joka voidaan sitten mydhemmdssd vaiheessa
aktivoida erittain hyvadlla saannolla FVIIa:ksi sellaisen
yhtendisen ja homogeenisen tuotteen aikaansaamiseksi, jonka

ominaisaktiivisuus on suuri.

On tunnettua, ettd sinkki-ionit inhiboivat yhdistelméa-
FVIIa:n amidolyyttistd ja proteolyyttista aktiivisuutta
[Pedersen, A. H., et al., Thrombosis and Haemostasis 65
(1991) 528 - 534]. Tassd keksinndssd on tehty se yllattadva
havainto, etta sinkki-ionien lisdystd voidaan kdyttd4 kont-
rolloimaan FVII:n autogeenistd aktivoitumista ja wviivastaa
FVII/FVIIa:n pilkkoutumista kromatografisia kolonni-
materiaaleja kdyttden suoritettavan puhdistuksen aikana.

Keksinndn kuvaus

Tamd keksintd liittyy laajimmassa merkityksessdin menetel-
madn FVII:n aktivoitumisen ja pilkkoutumisen aikaansaamisek-
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si kontrolloiduissa olosuhteissa puhdistuksen aikana, jonka
kuluessa hyytymistekijd VII:n liuosta kdsitellddn useissa
kromatografisissa puhdistusvaiheissa, joista vaiheista
ainakin yhdessa kaytetdian zn**:aa.
Tama keksintd liittyy edellistd rajoitetummassa mielessd
menetelmddn FVII:n aktivoitumisen ja pilkkoutumisen aikaan-
saamiseksi kontrolloiduissa olosuhteissa, jossa menetelmdssa
FVII:n liuosta k&sitellddn useissa eri anioninvaihto- ja

immunoaffiniteettikolonneissa.

Tamdn keksinndn edullisessa sovellutusmuodossa FVII-liuosta
kdsitellddn kromatografiakolonneissa jarjestyksessd, joka
on: 1) anioninvaihtokolonni; 2) immunocaffiniteettikolonni;
3) anioninvaihtokolonni; 4) anioninvaihtokolonni, joissa

++

Zn" " :aa kaytetddn ainakin kahdessa ensimmdisessd vaiheessa.

Piirrosten lvhyt kuvaus

Kuvio 1 on esitys FVII:n aktivoitumisesta anioninvaihto-
kolonneissa zZnt*-konsentraatiota muutettaessa.

Kuvio 2 on esitys rFVII:n aktivoitumisesta rFVIIa:ksi sel-
laisten puhdistuskaavioiden mukaisissa puhdistuksissa,
joissa puskureihin on yhdessd tai useammassa puhdistus-
vaiheessa lisatty Zn*t:aa.

Puhdistuskaavioissa A - E kdytetyt olosuhteet on esitetty
taulukossa 1 ja tulokset on esitetty taulukossa 2.

Kuvio 3 on esitys FVIIa:n pilkkoutumisesta sellaisten
puhdistuskaavioiden mukaisissa puhdistuksissa, joissa pusku-
reihin on yhdessd tai useammassa puhdistusvaiheessa lisatty

zntt :aa.

Puhdistuskaavioissa A - E kdaytetyt olosuhteet on esitetty
taulukossa 1 ja tulokset esitetty taulukossa 2.
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Ennen kuin tatd keksintdd ryhdytddn selittdmddn, on sen
ymmartamiselle avuksi esittdd tiettyjen tuonnempana kaytet-

tyjen termien madritelmat.

FVII: FVII sisdltdd FVII:n, joka on eristetty veriplasmasta
tai wvalmistettu yhdistelmd-DNA-menetelmdlld. Se sisdltaa
myds mahdollisesti olemassa olevat ja yksildkohtaisesti
esiintyvadt alleelivariantit ja sellaiset FVII-proteiinit,
joita on modifioitu deletoimalla niistd ja/tai substituoi-
malla niissd& aminohapporyhmid, joilla aktivoitumisen tapah-
duttua on samanlainen tai olennaisesti samanlainen biologi-
nen aktiivisuus veren hyytymisen kyseessd ollessa kuin

endogeenisella humaani-FVII:1lla.

Edelld olevaan mddritelmddn sisdltyvd "FVII" sisdltdd myobs
FVII-proteiinit, joissa esiintyy vaihtelevan tasoista ja eri
paikoissa olevaa glykosylaatiota ja/tai muita translaation
jadlkeisia modifikaatioita, Jjotka tapahtuvat sen mukaan,
mitkd ovat yhdistelmd-DNA-menetelmdn avulla ilmennettynd

ovat valitut isdantdsolut ja viljelyolosuhteet.

FVII:n biologinen aktiivisuus: FVIIa:n biologinen aktiivi-

suus luonnehditaan ulkoisen aktivaatiotien kautta tapahtuvan
veren hyytymisen valitykselld.

FVIIa aktivoi FX:n FXa:ksi, joka puolestaan muuntaa pro-
trombiinin trombiiniksi, Jjoka tdmdn johdosta saa aikaan
fibriinihyytymdn muodostumisen.

Kontrolloitu aktivoituminen ja pilkkoutuminen: tdmd ilmaus

kattaa menetelmdn, jossa FVII:n aktivoituminen ja pilkkoutu-
minen puhdistuksen aikana etenee sen mukaan, miten tiettyd
muuttujaa (t&ssd tapauksessa kaytettavaazntt-pitoisuutta)

muutetaan aiotulla tavalla sddnndstellysti.

Zn™*:n puuttuessa on puhdistusmenetelmdn muuttujia sdadettd-

va samanaikaisesti tapahtuvan aktivaatio- ja pilkkoutumis-
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reaktion mukaan. Zn"7:n ldsndollessa on osoittautunut mah-
dolliseksi sddnndstelld nditd reaktioita, mikd tekee mahdol-
liseksi puhdistuksen ja aktivoitumisen optimoinnin toisis-

taan riippumattomalla tavalla.

Keksinnén vksityiskohtainen kuvaus
Humaani-FVII:td ilmennetddn edullisesti transfektoiduissa

nisdkkdiden Baby Hamster Kidney (BHK) -soluissa eurooppalai-
sessa patenttihakemusjulkaisussa nro 86 302 855.1 kuvatulla
tavalla. Ennen kuin kromatografinen puhdistus aloitetaan,
erotetaan FVII:td sisdltava kasvatusmedium ja solujen kasvua
stimuloivat proteiinit soluista sentrifugoimalla ja suodat-

tamalla.

Puhdistustarkoitusta varten FVII absorboidaan erityyppisiin
kromatografisiin matrikseihin, kuten kationinvaihtimiin,
anioninvaihtimiin, immunoaffiniteettimatrikseihin, metalli-
ionikelaattoreihin, vAriaine-affiniteettimatrikseihin,
hydrofobiseen vuorovaikutukseen perustuviin matrikseihin ja
affiniteettimatrikseihin, jotka siséltdvat immobilisoituja
biospesifisi&d ligandeja. Mekanismi, jolla FVII adsorboituu
ndihin eri matrikseihin, on eri tapauksissa erilainen ija
tastd syystd Zntt:.:n vaikutus FVII:n aktivaatioon saattaa
olla erilainen, mutta kuitenkin merkittdvad sind aikana, jona
tekijé adsorboituu erityyppisiin kromatografisiin matriksei-

hin.

Sinkkisuola voidaan lisdtd tasapainotukseen ja eluointiin
kdytettyihin yhteen tai useampaan eluocintiliuokseen Jja
puskuriin. Sinkkisuola voi olla mik& tahansa liukoinen
sinkkisuola, kuten sinkkiasetaatti, sinkkisitraatti, sinkki-
kloridi tai sinkkisulfaatti.

Zn**-konsentraatio voi vaihdella alueella 10 uM - 1 mM ja se
on edullisesti noin 20 gM - noin 1 mM ja edullisimmin noin
40 pyM - noin 1 mM.
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Puhdistetun FVII:n mydhempi aktivoituminen FVIIa:ksi voidaan
saada aikaan kiyttdmdlla FXIIa:ta Hedner’:in ja Kiesel’:in
kuvaamalla tavalla [J. Clin. Invest. 71 (1983) 1836 - 1841]
tai kd&yttden muita proteaaseja, joiden spesifisyys on
trypsiinityyppistd [Kiesel ja Fujikawa, Behring Inst. Mitt.
73 (1983) 29 - 42]. Vaihtoehtoisesti FVII voidaan aktivoida
polymeeristen makromolekyylien, kuten polylysiinin,
matriksirakenteiden, substituoidun agaroosigeelin tai mem-

braanien, lasndollessa.

Kokeellinen osa
rFVII puhdistettiin Jja aktivoitiin rFVIIa:ksi ké&yttéen

perdkkdisid kromatografiavaiheita, jotka olivat wvaihe 1,
anioninvaihto; wvaihe 2, immunoaffiniteettikromatografia;

vaihe 3, anioninvaihto; vaihe 4, anioninvaihto.

Suoritettiin koesarja, jossa kaytettiin sellaisia puhdistus-
kaavioita, jossa jotkin kaavioista sisdlsivat sinkkisuolan
lisddmisen kaikkiin puskureihin yhdessd tai useammassa
kromatografiavaiheista taulukossa 1 hahmotellulla tavalla.

Koeolosuhteet on esitetty esimerkeissda 2 - 4.

Vertailukoe (E) suoritettiin esimerkin 2 mukaisesti lukuun-
ottamatta sitd, etta ei lisdtty lainkaan Zn(CH3COO),:ta.
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Taulukko 1

Kromatografiavaihe

Puhdistus-

kaavio 1 2 3 4
A - + + +
B - + + -
C - + - -
E (ver- - - - -
tailu-

koe)

+/- tarkoittaa puskureissa olevaa sinkkisuolaa tai taman

puuttumista.

Kunkin vaiheen eluaatista mddritettiin FVII:n aktivaatiotaso
(FVII:n %-madrd) ja FVIIa:n pilkkoutumistuotteiden pitoi-
suus. FVII:n muuntuminen kaksiketjuiseksi FVIIa-muodoksi
mddritettiin tavallisella polyakryyliamidielektroforeesilla
(PAGE) natriumdodekyylisulfaatissa (SDS) pelkistdvissd
olosuhteissa yhdistettynd Coomassiesinivdrjaykseen ja tulok-
set kvantitoitiin laserdensitometriaa kdyttdéen.

FVIIa:n pilkkoutumistuotteiden pitoisuus kvantitoitiin
korkean suorituskyvyn kdaanteisfaasi-nestekromatografialla
(RP-HPLC) butyylilla sidostetussa silikakolonnissa lineaa-
rista asetonitriiligradienttia kdyttden.

Tulokset kokeista, jotka suoritettiin olennaisesti esi-
merkeissd kuvatulla tavalla, on lueteltu taulukossa 2 ja
esitetty kuvioissa 2 ja 3. Kuviosta 2 kdy ilmi, ettd sinkki-
ionien lasndollessa (kdyrat A, B ja C) ei immunocaffiniteet-
tivaiheen (vaihe 2) aikana eikd@ anioninvaihtovaiheiden
(vaihe 3 ja 4) aikana (kdyrdt A ja B) tapahtunut lainkaan
YFVII:n aktivoitumista tai tamd& oli erittdin pienta.
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Tadstd poiketen tapahtui vaiheessa 2 (kdyrd E) ja vaiheessa 3
ja 4 (kayrat B, C ja E) sinkki-ionien puuttuessa voimakasta

aktivoitumista.

Tuloksista kdy myds ilmi, ettd sinkki-ionien vuorovaikutus
FVII/FVIIa:n kanssa, mika aiheuttaa FVII:n aktivoitumiseen
kohdistuvan inhibitorisen vaikutuksen, on luonteeltaan
kddnteinen; koska sen jdlkeen kun sinkki-ionit on poistettu
sitomalla ne kompleksiksi kdyttden ylimddrin EDTA:a, FVII
aktivoituu myéhempien puhdistusvaiheiden aikana (kdyrdt B ja
c).

Vaiheessa 1 ei sinkki-ionien puuttuessa tapahtunut nédhtavés-
ti lainkaan aktivoitumista. Tamd saattaa johtua kolonnissa
olevasta paljon pienemmdstd FVII-konsentraatiosta.

Kaikissa ndissd kokeissa kdytetty vaiheen 1 eluaatti sisdlsi
alle 1 % FVIIa:ta.

Taulukko 2
Pilkkoutu-
FVII:n %-mdd- neen FVIIa:n
Puhdistus- N ra %-madréa

Koe vaiheet Zn* (SDS-DPAGE) (RP-HPLC)
‘A + B 2 + 94 0

3 + 92 0
A 4 + 8¢ <2
B 4 - 18 3,6

2 + 99 <2
C 3 - 69 <2

4 - 2 5,0

2 ~ 46
E 3 - 19 4,6

4 - 4 8,0
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Esimerkki 1

FVII:n aktivoitumisen inhibitio tdmdn ollessa kiinnittyneena
anioninvaihtimeen
zntT:n vaikutus FVII:n aktivoitumiseen tutkittiin kokeessa,

jossa puhdistettu FVII oli adsorboitu Q-Sepharose FF -mat-
riksiin vaihtelevissa Zn**-konsentraatioissa. 500 ug FVII:ta
inkuboitiin 1,5 ml:n vetoisissa koeputkissa seoksessa, jossa
kdytettiin 50 pl Q-Sepharose FF:da liuotettuna 800 pl:aan
puskuria, jonka koostumus oli 10 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM
CaCl, Jja Jossa kaytettiin wvaihtelevia konsentraatioita
sinkkiasetaattia. 1 ja 2 tunnin kuluttua matriksi laskeutet-
tiin sentrifugoimalla ja supernatantti poistettiin. Seokseen
lis&ttiin 800 ml puskuria, jonka koostumus oli 10 mM Tris,
50 mM NaCl, 25 mM CaCl, ja jonka pH oli 8, ja kun seosta oli
sekoitettu ja se oli sentrifugoitu, otettiin supernatantista
ndytteitd, joista SDS-PAGE:n avulla analysoitiin FVII/FVIIa.

Tulokset (kuvio 1) osoittivat, ettd Zn**t:n puuttuessa 55 %
FVII:sta oli aktivoitunut FVIIa:ksi 1 tunnin kuluessa ja yli

S0 % 2 tunnin kuluttua.

Silloin kun kaytettiin 10 uM Zn*t.aa, ainoastaan 25 % akti-

voitui 1 tunnin kuluttua ja ainoastaan 73 % aktivoitui

2 tunnin kuluttua.

Sellaisissa Zn'T-konsentraatioissa, jotka olivat yli 40 uM,

ei 2 tunnin aikana tapahtunut lainkaan aktivoitumista.

Téman kokeen perusteella on selvaad, ettd ZnT':1la on kon-
sentraatioalueella noin 10 uyM - noin 100 uM inhiboiva vaiku-
tus FVII:n aktivoitumiseen anioninvaihtimien l&sndollessa ja
on ajateltavissa, ettd zZn*':1la on vaikutus FVII:n aktivaa-
tioon kaikissa zZn*7'-konsentraatioissa koko silld alueella,

joka ulottuu alle 10 uM:sta 1 mM:een.

Vaikuttaa siltd, ettd vaihtelemalla Znt*-konsentraatiota on

mahdollista sadnndéstelld FVII:n aktivoitumisen nopeusvakiota
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ja olennaisesti "suojata" FVII:td suurissa Zn* '-konsentraa-

tioissa aktivoitumiselta ja tastd syysta pilkkoutumiselta.

Egsimerkki 2
rFVII:n puhdistus ja sen aktivaatio rFVIIa:ksi suoritettiin

noudattaen seuraavaa neljdd kromatografista vaihetta:

Vaihe 1:
rFVII:t& sisdltavan soluviljelymediumin ionivahvuug sdddet-

tiin laimentamalla arvoon, joka oli alle 10 mS/cm, ja t&dmi
lisdttiin Q-Sepharose-kolonniin, joka o0li tasapainotettu
etukdteen puskuri A:1la, jonka koostumus oli 10 mM tri-
hydroksimetyyliaminometaani (Tris); 150 mM NaCl ja jonka pH
oli 8.

Pesuvaiheen jalkeen, Jjossa kaytettiin samaan puskuriin
valmistettua 175 mM NaCl:aa, rFVII eluoitiin puskurilla B,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 150 mM NaCl; 25 mM CaCl, ja

jonka pH oli 8.

Vaihe 2:

Eluaattiliuos, joka sisdlsi 104 mg/l rFVII:td, sdddettiin
lopulliseen koostumukseen, joka oli 10 mM Tris; 1 M NaCl;
25 mM CaCl,; 70 uM Zn(CH;3C00), ja jonka pH oli 7,5, ja liséat-
tiin Sepharose-kolonniin, joka sisdlsi immobilisoitua mono-
klonaalista FVII:ta vastaan suunnattua vasta-ainetta.

Vasta-ainekolonni oli tasapainotettu etukidteen puskurilla C,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 100 mM NaCl; 20 mM CaCl,;
70 uM Zn(CH3C00), ja jonka pH oli 7,5. Témé&n jalkeen kolonni
pestiin seoksella, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 2 M NaCl;
20 mM CaCl,; 70 pM Zn(CH3;C00), ja jonka pH oli 7,5 ja tdman
jadlkeen puskurilla C. T&mdn jé&lkeen rFVII/rFVIIa eluoitiin
kayttamalld puskuria, jonka koostumus oli 75 mM Tris; 30 mM
trinatriumsitraatti; 70 uM Zn(CH3C00), ja jonka pH oli 7,5.
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Vaihe 3:

Eluaatti lisdttiin valittémdsti Q-Sepharose-kolonniin, joka
oli tasapainotettu etukdteen puskurilla, jonka koostumus oli
10 mM Tris; 150 mM NaCl; 70 uM Zn(CH3CO0), ja jonka pH oli

8,6.

Kolonni pestiin samalla puskurilla ja rFVII/rFVIIa eluoitiin
lineaarisella gradientilla, jonka koostumus muuttui pusku-
rista A puskuriin D, jonka koostumus o0li 10 mM Tris; 500 mM
NaCl; 70 pM Zn(CH;CO0), ja jonka pH oli 8,6.

Vaihe 4:

rFVII/rFVIla:td sisdltdvan fraktion ioninvahvuus sdddettiin
arvoon alle 10 mS/cm laimentamalla ja tdmd lisittiin valit-
tomdsti Q-Sepharose-kolonniin, joka o0li tasapainotettu
etukdteen puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM glysyyli-
glysiini; 150 mM NaCl; 70 uM Zn(CH;COO), ja jonka pH oli 8,6.

Kun kolonni oli pesty puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM
glysyyliglysiini; 175 mM NaCl; 70 uM Zn(CH;CO0), ja jonka pH
oli 8,6; Jja puskurilla E, jonka koostumus oli 10 mM
glysyyliglysiini; 100 mM NaCl; 70 uM Zn(CH;CO0), ja jonka pH
oli 8,6, eluoitiin rFVII/rFVIIa lineaarisella gradientilla,
joka muuttui puskurista E puskuriin, jonka koostumus oli
10 mM glysyyliglysiini; 100 mM NaCl; 15 mM CaCl,; 70 uM
Zn (CH3C00), ja jonka pH oli 8,6. Virtausnopeus oli 1 kolonnin

tilavuus tuntia kohti.
Puhdistetun rFVIIa-preparaatin ominaisuudet olivat:

rFVITa:n pitoisuus: 345 mg/l mddritettynd UV-spektroskopian
avulla (OD 280)

\O

vieraiden proteiinien pitoisuus > 1 % RP-HPLC:n avulla

madritettynd

rFVII:n pitoisuus: 89 % SDS-PAGE:n avulla mddritettynd
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rFVIiIa:n pilkkoutumistuotteiden pitoisuus: > 2 % RP-HPLC:n

avulla madritettyna.

Esimerkki 3

rFVII:n puhdistus ja sen aktivointi rFVIIa:ksi suoritettiin
kdyttden neljdd seuraavaa kromatografista vaihetta:

Vaihe 1:

rFVII:td sisaltdvan soluviljelymediumin ionivahvuus saadet-
tiin laimentamalla arvoon, joka oli alle 10 mS/cm, ja tamad
lisdttiin Q-Sepharose-kolonniin, joka oli tasapainotettu
etukdteen puskuri A:1lla, jonka koostumus oli 10 mM tri-
hydroksimetyyliaminometaani (Tris); 150 mM NaCl ja jonka pH
oli 8.

Pesuvaiheen jdlkeen, jossa kaytettiin samaan puskuriin
valmistettua 175 mM NaCl:aa, xrFVII eluoitiin puskurilla B,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 150 mM NaCl; 25 mM CaCl, ja

jonka pH oli 8.

Vaihe 2:

Eluaattiliuos, joka sisdlsi 104 mg/l rFVII:td, s&adettiin
lopulliseen koostumukseen, joka o0li 10 mM Tris; 1 M NaCl;
25 mM CaCl,; 70 uM Zn(CH;C00), ja jonka pH oli 7,5, ja tama
lisdttiin Sepharose-kolonniin, joka sisdlsi immobilisoitua
monoklonaalista FVII:td vastaan suunnattua vasta-ainetta.

Vasta-ainekolonni oli tasapainotettu etukdteen puskurilla C,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 100 mM NaCl; 20 mM CaCl,;
70 uM Zn(CH;C00), ja jonka pH oli 7,5. T&man jédlkeen kolonni
pestiin seoksella, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 2 M NaCl;
20 mM CaCl,; 70 pM Zn(CH;C00), ja jonka pH oli 7,5 ja té&mén
jadlkeen puskurilla C. Tamén jalkeen rFVII/rFvVIIa eluoitiin
kdyttamdlla puskuria, jonka koostumus oli 75 mM Tris; 30 mM
trinatriumsitraatti; 70 uM Zn(CH;C00), ja jonka pH oli 7,5.
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Vaihe 3:

Eluaatti lisdttiin valittdmdsti Q-Sepharose-kolonniin, joka
oli tasapainotettu etukdteen puskurilla, jonka koostumus oli
10 mM Tris; 150 mM NaCl; 70 uM Zn(CH3CO0), ja jonka pH oli

8,6.

Kolonni pestiin samalla puskurilla ja rFVII/rFVIIa eluoitiin
lineaarisella gradientilla, jonka koostumus muuttui pusku-
rista A puskuriin D, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 500 mM
NaCl; 70 uM Zn(CH5CO0), ja jonka pH oli 8,6.

Vaihe 4:

rFVII/rFVIIa:td sisdltdvadn fraktion etyleenidiamiinitetra-
etikkahappo (EDTA) -pitoisuus sdadettiin arvoon 2 mM ja
ionivahvuus arvoon, joka oli alle 10 mS/cm, laimentamalla,
ja seos lisattiin valittémdsti Q-Sepharose-kolonniin, joka
oli tasapainotettu etukdteen puskurilla, jonka koostumus oli
10 mM glysyyliglysiini; 150 mM NaCl; ja jonka pH oli 8,6.

Kun kolonni oli pesty puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM
glysyyliglysiini; 175 mM NaCl; ja puskurilla E, jonka koos-
tumus oli 10 mM glysyyliglysiini; 100 mM NaCl; ja jonka pH
oli 8,6, eluoitiin rFVII/rFVIIa lineaarisella gradientilla,
joka muuttui puskurista E puskuriin, jonka koostumus oli
10 mM glysyyliglysiini; 100 mM NaCl; 15 mM CaCl, ja jonka pH
oli 8,6. Virtausnopeus oli 1 kolonnin tilavuus tuntia koh-

tia.

Puhdistetun rFVIIa-preparaatin ominaisuudet olivat seuraa-

vat:

rFVIIa:n pitoisuus: 492 mg/l midritettynd UV-spektroskopian
avulla (OD 280)

vieraiden proteiinien pitoisuus < 1 % RP-HPLC:n avulla
madritettyna
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rFVII:n pitoisuus: 18 % SDS-PAGE:n avulla madritettynd

Q

rFVIIa:n pilkkoutumistuotteiden pitoisuus: 3,6 % RP-HPLC:n

\

avulla mddritettyna.

Esimerkki 4
rFVII:n puhdistus ja sen aktivointi rFVIIa:ksi suoritettiin

kdyttaden neljdad seuraavaa kromatografista vaihetta.

Vaihe 1:

rFVIT:td sisdltdvédn soluviljelymediumin ionivahvuus sdadet-
tiin laimentamalla arvoon, joka oli alle 10 mS/cm, ja tama
lis&ttiin Q-Sepharose-kolonniin, joka o01li tasapainotettu
etukdteen puskuri A:1la, jonka koostumus oli 10 mM tri-
hydroksimetyyliaminometaani (Tris); 150 mM NaCl ja jonka pH
oli 8.

Pesuvaiheen Jjédlkeen, jossa kaytettiin samaan puskuriin
valmistettua 175 mM NaCl:84, rFVII eluoitiin puskurilla B,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 150 mM NaCl; 25 mM CaCl, ja

jonka pH oli 8.

Vaihe 2:

Eluaattiliuos, Jjoka sisdlsi 104 mg/l rFVII:td, s&ddettiin
lopulliseen koostumukseen, joka oli 10 mM Tris; 1 M NacCl;
25 mM CaCl,; 70 uM Zn(CH3CO0), ja jonka pH oli 7,5, ja tamd
lisdttiin Sepharose-kolonniin, joka sisdlsi immobilisoitua

monoklonaalista FVII:td vastaan suunnattua vasta-ainetta.

Vasta-ainekolonni oli tasapainotettu etukdteen puskurilla C,
jonka koostumus oli 10 mM Tris; 100 mM NaCl; 20 mM CaCl,;
70 uM Zn(CH3CO0), ja jonka pH oli 7,5. Téman jalkeen kolonni
pestiin seoksella, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 2 M NaCl;
20 mM CaCl,; 70 puM Zn(CH3CO0), ja jonka pH oli 7,5 ja tdmdn
jdlkeen puskurilla C. Taman jdlkeen rFVII/rFVIIa eluoitiin
kdyttamalld puskuria, jonka koostumus oli 75 mM Tris; 30 mM
trinatriumsitraatti; 70 uM Zn(CH3C00), ja jonka pH oli 7,5.
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Vaihe 3:

Eluaatin etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA) -pitoisuus
sdadettiin arvoon 2 mM ja lisdttiin valittdémdsti Q-
Sepharose-kolonniin, Jjoka o0li tasapainotettu etukateen
puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 150 mM NaCl; ja
jonka pH oli 8,6.

Kolonni pestiin samalla puskurilla ja rFVII/rFVIIa eluoitiin
lineaarisella gradientilla, jonka koostumus muuttui pusku-
rista A puskuriin D, jonka koostumus oli 10 mM Tris; 500 mM
NaCl; ja jonka pH oli 8,6.

Vaihe 4:

rFVII/rFVIIa:td sisdltdvadn fraktion ionivahvuus saddettiin
laimentamalla arvoon, joka oli alle 10 mS/cm, ja se lisat-
tiin vdlittbémasti Q-Sepharose-kolonniin, joka oli tasapaino-
tettu etukdteen puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM
glysyyliglysiini; 150 mM NaCl; ja jonka pH oli 8,6.

Kun kolonni oli pesty puskurilla, jonka koostumus oli 10 mM
glysyyliglysiini; 175 mM NaCl; ja jonka pH oli 8,6, ja
puskurilla E, jonka koostumus o0li 10 mM glysyyliglysiini;
100 mM NaCl; ja jonka pH oli 8,6, eluoitiin rFVII/rFVIIa
lineaarisella gradientilla, jonka koostumus muuttui pusku-
rista E puskuriin, Jjonka koostumus oli 10 mM glysyyli-
glysiini; 100 mM NaCl; 15 mM CaCl, ja jonka pH oli 8,6.

Virtausnopeus oli 1 kolonnin tilavuus tuntia kohti.
Puhdistetun rFVIIa-preparaatin ominaisuudet olivat:

rFVIila:n pitoisuus: 1,2 mg/l mddritettyna UV-spektroskopian
avulla (OD 280)

vieraiden proteiinien pitoisuus < 1 % RP-HPLC:n avulla

mdaritettyna

rFVII:n pitoisuus: 1 % SDS-PAGE:n avulla mddritettynd
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd hyytymistekijd VII:n kontrolloiduksi aktivoimi-
seksi ja pilkkomiseksi puhdistuksen aikana, jossa hyytymis-
tekijda VII kdsitellddn useilla kromatografisilla puhdistus-
vaiheilla, t unne t tu siitd, ettd menetelmassa kdayte-

*+.aa ainakin yhdessd puhdistusvaiheista.

taan Zn
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t unnet -
t u siitd, ettd hyytymistekijd VII:n liuos lisdtddn usei-
siin anioninvaihto- ja immunoaffiniteettikromatografiakolon-

neihin.

3. Patenttivaatimusten 1 - 2 mukainen menetelmda, t un -
nettu siitd, ettd Zntt:aa kaytetdan liukoisen sinkki-

suolan muodossa.

4. Patenttivaatimusten 1 - 3 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd 2Zn:448 kaytetddn konsentraatiossa,

joka on noin 10 uM - noin 1 mM.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd menetelmdssd kdytetddn zn'':.aa konsentraa-

tiossa, joka on noin 20 uM - noin 1 mM.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunne¢t -
t u siitd, ettd zn**t:aa kdytet&an konsentraatiossa, joka on

noin 40 uM - noin 1 mM.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd FVII-liuos lisdatdadn kromatografiakolonnei-
hin ka&yttden jarjestystd, joka on: 1) anioninvaihtokolonni;
2) immunoaffiniteettikolonni; 3) anioninvaihtokolonni; 4)
anioninvaihtokolonni, ja siitd, ettd 2znT7:44 kaytetaan

ainakin kahdessa vaiheessa.
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