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Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka zplUsobu &ist&ni proteind obsahuji-
cich kringl z roztoku proteinid, ktery obsahuje tyto proteiny
obsahujici kringl. Podle tohoto zplsobu se proteiny obsahujici
kringl, které maji schopnost vézat se na w-aminokyseliny, se-

lektivn& eluuji z kolony ionexu t&mito w-aminokyselinami.

Dosavadni stav _techniky

Cist&ni proteind, zv14st& proteind, o kterych se uvaZuje
jako proteinech pouZitelnych pro lé&eni, je citlivy proces. Vy-
chozimi materidly pro &ist&ni budou typicky biologické kapali-
ny, jako je plasma nebo serum, bun&Zné lysdty nebo kultiva&ni
media, pokud se protein p¥ipravuje kultivaci bun&Zné linie
schopné produkovat tento protein. Bez ohledu na zdroj vychoziho
materidlu, tento materidl normdln& obsahuje &etné necht&né pro-
teiny a dalsi materidly, od nich? se musi ¥ddany protein odd&-
lit. Mezi tradi&ni stupn& &ist&ni pat¥i odd&leni zbytkd bun&k
nebo podobnych materidla filtraci nebo odst¥edovdnim, vysrd¥eni
proteinového materidlu a rozd&leni proteinového materidlu, &imZ
se ziskd roztok proteinid, ktery obsahuje ¥&dany protein,.avéa:
stdle jest& zneCisté&ny jinymi proteiny. Tento roztok proteind
se pak typicky nanese na Qhodné ¢istici kolony, jako jsou kolo-
ny pro afinitni chromatografii nebo chromatografii na iontom&-

ni¢i nebo na podobné.

Afinitni chromatografie je vhodnd pro &ist&ni v malém m&-
¥itku, nap¥iklad pro vyzkumné u&ely. Pro komer&ni pripravu ve
velkém m&¥itku je vSak mén& pritaZlivd vzhledem k vysoké cen&
materidlu kolony, ale vzhledem také k neuspokojivé chemické
stabilit& tohoto materidlu. Po jisté dchd poﬁéivéni bucde nmate-
ridl kolony zne&isté&n a protoZe se nedd regenerovat, musi se
Casto nahrazovat novym materidlem, ktery zvysuije cenu vyroby.
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Kolony pro afinitni chromatografii tedy nejsou nijak
zv14a3t vhodné pro polatelni stupn& &istdni ve velkém mE¥itku,
jestliZe je p¥itomno mnoho ne&istot.

P¥i &ist&ni proteind ve velkém m&¥itku je vyhodné, aby v
pocdatelnich stupnich byl pouZivdn takovy materidl kolony, kKtery
ma nizkou cenu a dobrou chemickou a fyzikdlni stabilitu. Tento
materidl by m&l byt také schopen odolavat vysokym pritokum, na-
p¥iklad 10 aZ 20 objemim kolony za hodinu. Tato kriteria typic-
Ky spliiuji kolony s iontomé&nicem.

Tradi&ni zpisob eluce proteinld z iontom&nidové kolony je
zm&nou pH nebo iontové sily nebo obou. 7Zddany produkt a ne&is-
toty se pak objevi v ruznych eludtech podle, mimo jiné, jejich
isoelektrického bodu (pI). JestliZe Zddany protein a nelistoty,
které se musi oddé&€lit, maji pI ve stejném rozmezi, tato eluce
mi%e byt nespecifickd, proto¥%e proteiny s podobnymi hodnotami
pI budou do jistého stupn& eluovdny z kolony spole&n&. Mohou
byt tedy nutné dalsi stupné& &isté&ni s dalsi spot¥ebou fasu a
zvySenim ceny a také s rizikem zvy$ené degradace a ztraty Z&-
daného proteinu.

V evropském patentu 0 256 836 B je popsdn zpusob cisténi
t-PA, p¥i kterém se sm&s &dstic t-PA s ridznymi molekulovymi
hmotnostmi odd&luji po tom, co se sm&s uvede do kontaktu s ny-
droxyapatitem a ruzné frakce se postupn& eluuji p¥i rdznych pH,
koncentracich soli nebo obojim. Tento zpusocb m& tedy shora uve-
dené nedostatky. Toté% plati u zplsobu popsaného v evropské pa-
tentové p¥ihldsce 0 261 941 A, podle ni% se t-PA vy&isti na ko-
lon& s katexem eluci solnym gradientem. Japonskd patentovd p¥i-
hldska &. 63-091080 popisuije zpuscb &ist&ni t-PA adsorbovénim
t-PA na adsorp&nim nosidi, jako je sklo o regulované velikosti
porua (CRG), silikagel.nebo k¥emelina, eluce se provddi roztokem
obsaﬁujicim w-aminokyselinu. Adsorpini retrice se pvodstetn& 1i-
Si od materidlu iontom&ni&e. P¥i adsorp&ni chromatgorafii jsou
zpo¥dovacimi silami na matricich pfeva?n& povrchovd energie a

Van der Waalsovy sily a d&leni zdvisi na poldrnich a sterickych
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faktorech. P¥i iontom&niZové chromatografii jsou zpoZdovacimi
silami p¥evdZné sily elektrostatické a d&leni zavisi ma iontové
povaze sloZek.

Problém, se kterym se setkdvdme u zndmych zpusobi, miZe
byt vy¥esen, jestliZe protein, o ktery se zajimdme, lze eluovat
z iontom&niZové kolony elu&nim &inidlem, které <je schopno se-
lektivné& eluovat Zdadany protein z iontom&nidové kolony bez m&-
n&ni pH a iontové sily v kterémkoliv podstatném stupni b&hem
eluce. JestliZe je to moZné, eluuje se pouze protein, o ktery
mdme zdjem, zamtimco nedistoty zdstanou na kolon&.

Tento vyndlez je zaloZen na skute&nosti, Ze p¥ekvapivé by-
lo ukdzdno, Ze jisty typ aminokyselin, tak zvané w-aminokyseli-
ny maji Zddouci vlastnosti. Zv14s8t& bylo ukdzdno, Z%e lys-plas-
minogen, derivédt plasminogenu, se mi¥e selektivn& eluovat z ko-
lony s S-sepharosou €-aminokapronovou kyselinou (6-AHA) ve vy-
sokych vyté&Zcich.

odstata ezu

Ve svém nejSirsim aspektu se tento vyndlez tykad zpuisobu
gist&ni proteinid obsahujicich kringl, které jsou schopny vdzat
se na w—aminokysel;ny.z roztoku proteini, které obsahuji pro-
tein obsahujici kringl. Tento zpUsob se vyznaduje tim, %e zahr-
nuje ndsledujici stupné&:

a) roztok proteinu se nanese na iontom&nidovou kolonu za
takovych podminek, aby se protein obsahujici kringl navdzal na
materidl kolony, '

b) protein obsahuji kringl se selektivn& eluuje pusobenim
w-aminokyseliny bez toho, aby se podstatnym zpusobem zm&nilo
pH nebo iontovd sila a

c) protein obsahujici kringl se isoluje z eludtu ze stupnd
b) dalsimi vhodnymi &isticimi stupni.

V uZsim aspektu se tento vyndlez tykd zpusobu &ist&ni plas-
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minogenu nebo derivdtu plasminogenu, jako je lys-plasminogen.

Tento vyndlez bude v dalsi Cdsti spisu popsdn pomoci na-

sledujicich obrdzka.

Obrdzek 1 ukazuje elulni profil lys-plasminogenu z S-se-
pharosy eluci 0,5M NaCl.:

Obrdzek 2 ukazuje eludni profil lys-plasminogenu z S-se-
pharosy eluci 3mM 6-AHA.

Obrdzek 3 ukazuje ne-redukujici SDS-PAGE eluovanych frakci
p¥i eluci lys-plasminogenu pusobenim 0,5M NaCl a 3mM 6-AHA.

Obrdzek 4 ukazuje elu&ni profil z afinitni koclony (lysin-
-sepharosa) dialysovaného eludtu pZi eluci lys-plasminogenu
eluci 0,5M NacCl.

Obrdzek 5 ukazuje elu®ni profil z afinitni kolony (lysin-
-sepharosa) dialysovaného eludtu p¥i eluci lys-plasminogenu
eluci 3mM 6-AHA.

Obrdzek 6 ukazuje ne-redukujici SDS-PAGE riznych eluova-
nych frakci z eluce na kolonich s lysin-sepharosou uvedenych
na obrdzku 4 a 5.

Obrdzek 7 ukazuje vysledek analyzy plasminu lys-plasmino-
genu ddle &isténého na kolon& s lysin-sepharosou.

P¥ed uvedenim vyndlezu by mohlo byt pro porozum&ni uZitel-
né uvést definice n&kterych niZe zde pouZivanych pojmd.

Pojem "plasminogen" obvykle zndmend lidsky glu-plasmino-

gen.

Pojem "derivaty plasminogenﬁ" zahrnuje riznd degradované

nebo mutované formy plasminogenu v&etn& lys-plasminogenu, ktereé
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si zachovévaji alespoli jednu z p&ti kringlovych domén, s vyho-
dou vice neZ t¥i a nejvyhodn&ji vsSech p&t kringlovych domén.
Mutace zahrnuje ndhradu jednoho nebo vice zbytku aminokyselin
z pf¥irodni molekule nebo deleci &i p¥iddni aminokyselinového
zbytku za uZelem modifikace vlastnqsti molekuly Zddoucim zpu-

sobem.

Pojem "w-aminokyseliny" znamend aminokyseliny s volnou a-
minokyselinou navdzanou na nejvzddlen&jsi atom uhliku vzhledem

ke karboxylové skuping.

Pojem "proteiny, které obsahuji Kringl", znamend takové
proteiny, Které obsahuji Jjednu nebo vice tak zvanych kringlo-
vych struktur zndmych nap¥iklad u t-PA a plasminogenu.

Pojem "selektivni eluce" znamend eluci %&daného proteinu
s nedetegovatelnymi mno¥stvimi neZddoucich proteinu.

Pojem "roztok proteind" znamend biologicky roztok nebo
vodny roztok, ktery obsahuje &etné proteiny v&etn& Z4daného
proteinu.

Pojem "biologické roztoky" znamend plasmu, serum nebo
jejich frakce nebo roztoky ziskané extrakci orgadni lidského
nebo zvi¥ecich puvodu.

Pojem "v podstat& konstantni pH" bude znamenat prom&ny v
rozmezi * 1 jednotky pH, s vyhodou # 0,5 jednothiy pH ve srov-
nédni s pH v pufru p¥ed p¥iddnim w-aminokyseliny.

Pojem "v podstat& konstantni iontovd sila" bude znamenat,
Ze iontovd sila se miZe m&nit v rozmezi + 20 %, s vyhodou * 10

9,

% iontové sily v pufru p¥ed p¥iddnim w-aminokyseliny.

I kdyZ zplUsob &ist&ni zde uvedeny se miZe pouZivat pro
¢ist&ni proteind obsahujicich kringl z biologickych roztokiy,

jako je plasma a serum, miZe se s vyhodou pouZivat pro &ist&ni
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t&chto proteind z kultivadniho media nebo roztoku ziskaného
rozbitim bunék, které intraceluldrn& produkuji protein. Bufika-
mi, které produkuiji protein obsahujici kringl, mohou byt p¥i-
rodni bunky nebo transformované nebo transfektované bun&&né
linie, které jsou schopny exprimovat vloZenou DNA sekvenci ko-

dujici protein obsahujici kringl.

Iontom&ni&ovd kolona je dob¥e zndma odbornikum. Mezi vhod-
né iontom&nilZové kolony pat¥i S-sepharosa (S-Sepharose®) a
Fractogel SO,.

w-Aminokyselinami jsou s vyhodou aminokyseliny s alespoifi
4 atomy uhliku v uhlikatém ¥et&zci mezi karboxylovou skupinou
a v-aminoskupinou. Uhlikaty ¥et&zec mi¥e byt linedrni nebo cyk-
licky. P¥iklady vhodnych linedrnich w-aminokyselin jsou 4-ami-
nomdselnd kyselina, 5-aminopentanovd kyselina, 6-aminohexanova
kyselina (e-aminokapronovd kyselina (6-AHA)), 7-aminoheptanovi
kyselina, 8-aminooktanovd kyselina, lysin a arginin. Mezi p¥i-
klady cyklickych w-aminokyselin pat¥i trans 4-aminomethylcyklo-
hexankarboxylovd kyselina (tranexamovd kyselina) a para-amino-
methylbenzoovd kyselina.

Zpusob podle tohoto vyndlezu mi%e byt v principu pouZit
pro &isté&ni jakéhokoliv proteinu obsahujiciho kringl, ktery se
védZe na w-aminokyselinu a ktery je schopen byt eluovan z iontc-
m&nicové kolony bez jakékoliv podstatné zm&ny pH a/nebo iontové
sily b&hem eluce. Velkym p¥inosem je to, Ze nelistoty ve formé&
jinych proteinld vézanych na kolonu spolu se Z4danym proteinem
zdstanou na kolon&, proto¥e pH nebo iontovd sila se podstatnym
zpisobem nem&ni. Selektivni eludni efekt w-aminokyselin mi¥e
vést k tomu, Ze jejich navdzdni na protein obsaujici kringl,
je tak silné, ¥e mi¥e zm&nit pI proteinu nebo miZe zplsobit n&-
které kbnformaéni zm&ny molekuly, co? zpusobi uvoln&ni z mate-
ridlu kolony. ’

DaleZitou skupinou proteind, které lze &istit zpusoby po-
dle tohoto vyndlezu, jsou proteiny obsahujici tak zvany kringl
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[viz nap¥iklad L. Patthy, Blood Coagulation and Fibrinolysis
1, 153 (1990).). Tyto proteiny mohou obsahovat jednu nebo vice
kringlovych struktur, z nichZ mnohé se vdZ¥ou na lysin nebo ana-
logy lysinu, jako je trans-4-aminomethylcyklohexankarboxylova
kyselina a e€-aminokapronovéd kyselina. Mezi p¥iklady proteinu
obsahujicich takové kringlové struktury pat¥i t-PA a analogy
t-PA s ruznymi modifikacemi riistového faktoru a kringlovych do-
mén a okolni aktivad&ni mista, jak je to popsdno v publikovanych
evropskych patentovych p¥ihlésk&ch 191 843, 201 153, 207 589,
241 209, 233 013, 240 334, 293 936, 293 934 a 292 009. Dalsimi
p¥iklady jsou plasminogen, lys-plasminogen, apo-lipoprotein a,
hepatocytovy rustovy faktor, FXII, protrombin, uPA a nov& obje-
veny protein s p¥edpoklddanymi vliastnostmi potlaZovatele nédoru
[Degen S.J.F.: abstrakt konference "20th Lindestrém Lang Confe-
rence", Vingstedt, Ddnsko, 164 (1991).].

I kdy% je tento zpusob primdrn& zamysSlen pro pouZiti v po-
Edte&nich stupnich &ist&ni, kde je pofet nedistot velky, miZe
se pouZivat také v pozd&jsich nebo v kone&nych &isticich stup-
nich, kde jiZ né&které nebo vé&tsina nefistot je odstrané&na p¥ed-
chdzejicim &ist&nim chromatografii na kolon& s ionexem nebo a-
finitnim nosi&em nebo jinymi vhodnymi zpusoby.

Eludt z kolony s iontom&niZem se s vyhodou ddle &isti dal-
Simi vhodnymi &isticimi stupni, jako je dialyza, gelovd filtra-
ce a afinitni chromatografie.

Tento vyndlez bude objasn&n ddle podrobn&ji s ohledem na
&ist&ni plasminogenu.

Lidéky plasminogen je jednovldknovy glykoprotein s moleku-
lovou hmotnosti asi 90 000. Obihd v plasm& v asi 2uM koncentra-
ci. Z lidské plasmy mﬁée byt vy&istén afinitni chromatografii
na lysinu navédzaném na sephafosu (Sepharose™). Prirodni forma
plasminogenu md na aminovém konci kyselinu glutamovou a nazyvad
se "glu-plasminogen". Molekula plasminogenu sestdvd ze 791 ami-
nokyseliny s 24 disulfidovymi mistky, 5 trojsmyZkovymi "krin-
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glovymi" oblastmi a doménou serinové proteinasy.

Jako dusledek proteolytického St&peni p¥irodni molekuly
bylo ziskdno né&kolik nizkomolekuldrnich forem lidského plasmi-
nogenu. Nomenklatura, kterd se pro tyto molekuly pouZivd, Je
zaloZena ma poloze aminokyseliny pbéiténo od aminového konce
v sekvenci. Vystaveni glu-plasminogenu u&inku plasminu po veli-
ce krdtkou dobu vede k odsté&peni 77 zbytkl na aminovém konci
glu-plasminogenu za vzniku molekuly plasminogenu, lys-plasmino-
genu s molekulovou hmotnosti p¥ibliZné& 83 000, ktery md obrov-
sky vyznam pro n&které vlastnosti fibrinolytického systému.

Konverse plasminogenu na aktivni proteinasu, plasmin, je
katalyzovédna tak zvanymi aktivdtory plasminogenu, plasminogeno-
vymi aktivdtory (PAs). Plasmin je povaZovén za primdrni fibri-
nolyticky enzym v ob&hu vys$sich obratlovci, ale muZe hrdt také
duleZitou roli p¥i jinych mimovaskuldrnich proteolytickych udéd-
lostech.

Plasminogen a lys-plasminogen se mohou pou?ivat jako trom-
bolytické &inidlo [viz K. Anderle a spol.: Haemostatis 18, 165
(1988).].

Lidsky plashinogen se mli%e z plasmy vydistit n&kolika zpi-
soby. Véechny dosud zndrié zpusoby &ist&ni z lidské plasmy jsou
zaloZeny na afinitni chromatografii, jak to popisuiji D.G.
Deutsch a E.T.Mertz: Fed. Proc. 29, 647 (1979) a Science 170,
1095 (1970). Afinitni matrice (lysin-Sepharcse'™) se p¥ipravi
kovalentnim navdzdnim a-aminoskupiny L-lysinu na sepharosu. Xo-
lonou s lysin-sepharosou ekvilibrovanou fosfore&nanovym pufremn
(pPH 7,4) se pak nechda za teploty mistnosti prochdzet plasma
z¥ed&nd vodou, p¥i €emZ kolona se promyvd fosfore&nanovym puf-
rem. Plasminogen se pak eluuje 0,2M e-aminokapronovou kyselinocu
(pH 7,4). e-Aminokébronové kyselina se odstrani od plasmincgenu
za studena gelovou filtraci na sephadexu ekvilibrovaném fosfo-

reZnanovym pufrem.
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Aplikace lidskych proteinu vyZist&nych z plasmy vidy v so-
b& zahrnuje jisté riziko virové infekce. V p¥ipad& lidskych
proteind odvozenych od plasmy se to tykd zv14a3t& rizika infekci
HIV a hepatitidou.

Aby bylo moZné se tomuto riziku vyhnout, bylo by vyhodné
produkovat plasﬁinogen technologii rekombinace DNA. Pokusy vy-
rabé&t plasminogen v transfektovanych bufikdch véak ukdzaly, Ze
aktivace intraceluldrniho plasminogenu a nédslednd degradace
jsou p¥ekdZkou pro vyrobu neporuseného rekombinantniho plasmi-
nogenu v p¥ijatelnych vyt&Zcich. Tento problém byl vy¥esSen ko-
expresi plasminogenu spolu s inhibitorem proteinasy, ktery je
schopen inhibovat aktivaci plasminogenu, viz evropska publiko-
vand patentovd p¥ihldska &. 319 944.

Lys-plasmiongen nebo glu-plasminogen se mohou tedy vyréb&t
koexpresi lys- nebo glu-plasminogenu a a-2-plasminového inhibi-
toru, a,-PI, v buiikdch BHK. Glu-plésminogen nebo lys-plasmino-
gen se mohou Koexprimovat také s e-l-antitrypsinem (AAT) v
transfektovanych BHK buiikdch nebo jejich derivdtech. Koexprese
s AAT zajistuje, Ze urokinasa produkovand BHK bufikami je inhi-
bovdna AAT. Aktivace plasminogenu urokinasou a plasminem zpro-
st¥edkované proteolytické St&peni se tak sni¥i a dosdhne se vy-
sokych hladin neporuseného piasminogenu. Plasmincgen se z kul-
tiva¢niho media vy&isti dvoustupiiovyn postﬁbem zahrnujicim stu-
peli chromatografie na ionexu nadsledovany stupné&m afinitni chro-
matografie na lysin-sepharose. Podrobn&ji ¥eeno, kolona s
ionexem (S-sepharosa) se promyje a potom se eluuje 0,5M NaCl.
Eludt se nechd projit afinitni chromatografickou kolonou (ly-
sin-sepharosa) a plasminogen se isoluje eluci 6-AHA.

Jak bylo shora uvedeno, transfektované BHK buiky budou ex-
presi vedle plasminogenu poskytovat urokinasu. pI plasminogenu
a urokinasy je 6,7 a% 8,1 a '8,5. Z toho plyne, %e jak plasmiﬁo—
gen tak urokinasa jsou navdzany na kolonu s ionexem, zatimco
ko~expresi produkovany inhibitor plasminogenového aktivdtoru
se objevuje v prdzdném objemu.
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I kdyZ se timto zpUsobem ziskaji vysoké vyt&Zky plasmino-
genu, bylo zjisté&no, Ze b&hem stupn& afinitni chromatografie
miZe v Jjistém rozsahu dojit k aktivaci plasminogenu. To je
pravd&podobn& zplsobeno skute&nosti, Ze inhibitor plasminogeno-
vého aktivdtoru se odstrani v p¥edchdzejicim stupni &ist&ni na
kolon& ionexu. JestliZe se plasminogen a aktivdtor plasminogenu
eluuji spolelnd z kolony s ionexem (S-sepharosou), dokonce mala
mnoZstvi aktivdtoru plasminogenu (urokinasy) v eludtu mohou
zpusobit aktivaci plasminogenu na plasmin. Vysledkenm pak je to,
Ze plasminogenovy produkt obsahuje malé mnoZstvi plasminu.

PouZiti 6~AHA v prvnim stupni &isté&ni s ionexem p¥ekvapiva
vedlo k tomu, Ze se selektivn& eluuje lys-plasminogen bez scu-
Casné eluce urokinasy. Tim se lze vyhnout nezamys$lené aktivaci
plasminogenu na plasmin v eludtu urokinasou. Zisk& se tak &ist-
Si produkt ve srovndni s eluci zpusobem solného gradientu.

P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1
Cist&ni lys-plasminogenu

Lys-plasminogen se vyrdbi postupem, kterv je analogicky
kK postupu popsanému v evropské patentové p¥ihidsce &. 319 944.

Urckinasa (uk) vyluZovand buiikami BHK se inhibuje a-1-an-
titrypsinem, ktery se ziskdvi koexpresi spolu s plasminogenen.
P¥itomnost aktivdtoru by mohla byt demonstrovéna exponencidlnin

. vyvojem produktu p¥i chromatogenni analyze plasminu. P¥itomnost
uk v kultiva&nim mediu byla prokdzdna "technikou prelitim fib-

g rinu" [Granelli-Piperno a Reich: J. Exp. Med. 148, 233
(1978).7]. a

Vzorek kultiva&niho media se rozd&li na dvé& stejné frakce.
Provede se srovnhdni eluce z kolony s iontomé&ni&em, S-sepharo-
sou, v prvnim stupni bud pufrem 6-AHA nebo 0,5M NaCl. Ka?dy e-
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ludt se ddle dialyzuje a vyZisti na lysin-sepharose.
Pokus 1
S-sepharosa, eluce NaCl (test &. 910723)

Ekvilibra&ni pufr: 0,02M NaH,PO,, 0,04M NaCl, 0,02 % Tweenu 80,
3 mg/l aprotininu, pH 5,0,
promyvaci pufr 1: ekvilibra&ni pufr,
promyvaci pufr 2: ekvilibra&ni pufr s 0,15M NaCl, pH 5,5,
eluZni pufr 3: ekvilibra&ni pufr s 0,50M NaCl a bez aprotininu,
pH 5,5.

Ke kaZdé frakci se p¥idd aprotinin po tom, co byl ve vzor-
ku stanoven plasmin. Na kolonu (5 ml) se p¥ivede 750 ml kulti-
vadniho media s pruitokem 125 ml/h. Elu&ni profil je uveden na
obrdzku 1. Elu&ni profil je pon&kud strmy. Lys-plasminogen se
nachdzi v druhém maximu.

Na obrdzku 1 &isla pod zdkladni &arou (1, 2 a 3) ukazuji,
kdy se pridavaji rizné pufry (1. ekvilibra&ni pufr, 2. promyva-
ci pufr (0,15M NaCl, pH 5,5) a 3. elu&ni pufr (0,5M NaCl, pH
5,5). Cisla nad zdkladni &arou (22,...30) jsou &isla frakci po-
uZitych v SDS PAGE (obrézek 3).

Pokus 2
S-sepharosa, eluce 6-AHA (test &. 910724)

Provede se stejny pokus jako shora uvedeno a? na to, Ze
se kolona eluuje ve dvou stupnich: Prvni eluce se provadi elud-
nim pufrem, ktery obsahuje 0,02M NaH,PO,, 0,18M NaCl, 0,02
Tweenu 80 & 3mM 6-AHA, PH 5,0. Druhd eluce se provede jako v
pokusu 1. '

o\

Elu¢ni profil je uveden na obrdzku 2. Lys-plasminogen se
nachdzi v druhém maximu. T¥eti maximum p¥edstavuije rizné nedis-
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toty.

Na obrdzku 2 Cisla pod zdkladni Carou (1, 2, 3 a 4) uka-
zuji, kdy se p¥iddvaji ruzné pufry (1. ekvilibra&ni pufr, 2.
promyvgaci pufr (0,5M NaCl, pH 5,5), 3. elu&ni pufr I (0,18M
NaCl, 3mM 6-aHA, pH 5,5) a 4. eludni pufr II (0,5M NaCl,pH
5,5). Cisla nad zdkladni Zarou (16 aZ 42) jsou &isla frakci po-
uZitych v SDS PAGE (obrdzek 3).

Obrdzek 3 ukazuje neredukovanou SDS-PAGE frakci z eluce
z obou pokusu. Spolu s aprotininem se eluuje velmi mnoho vyso-

komolekuldrnich komplexu.

Cisla pédst znamenaji ndsledujici:
standard molekulové hmotnosti
2. plasmovy lys-plasminogen (kontrola)
kultivaZni medium pouZité v testu 910723
4, frakce €. 23 na obr. 1
5. frakce &. 24 na obr. 1
6. frakce &. 25 na obr. 1
7. frakce &. 26 na obr. 1
{pokus 1)
8. kultiva&ni medium pouZité v testu 910724
9. frakce &. 16 na obr. 2

10. frakce &. 22 na obr. 2
11. frakce ¢. 23 na obr. 2
12. frakce &. 26 na obr. 2
13. frakce ¢&. 30 na obr. 2

14. frakce &. 42 na obr. 2
15. standard molekulové hmotnosti
(pokus 2)

Je vidét, Ye eluce 3mM 6-AHA (pdsy 10 aZ 13) vedou k &is-
tému produktu (lys-plasminogen), ktery neobsahuje komplexy s
vysokymi molekulovymi hmotnostmi, zatimco eluce NaCl (pasy 4
aZ 7) vedou k produktu znelisté&nému né&kterymi neéistotami s vy-
sokymi molekulovymi hmotnostmi.
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Pro zjisté&ni toho, jestli isolovany lys-plasminogen obsa-
huje mensi mnoZstvi plasminu (diky aktivaci urokinasou v eludtu
z kolony s ionexem), bylo provedeno dalsi &ist&ni lysin-sepha-
rosou. Timto C¢ist&nim se mimo jiné odstrani aprotinin.

Oba eludty se dialyzuji proti niZe uvedenému ekvilibrad-
nimu pufru a vy&isti se afinitni chromatografii na lysin-sepha-
rose: v
velikost kolony: 5 ml, prutok: 50 ml/h,
ekvilibrad&¢ni pufr: 0,1M Na,HPO,, 0,02 % Tweenu 80, 3 mg/l apr.,
pH 7,4,

promyvaci pufr 1: ekvilibra&ni pufr,

promyvaci pufr 2: ekvilibraé&ni pufr s 0,15M NaCl, ale bez
aprotininu.

Eluce se provddi gradientem 0,1M Na,HPO, obsahujicim 0,02
% Tweenu 80 a od 0 do 5 mM 6-AHA, 50 ml ka¥dého. Obrédzek 4 uka-
zuje elu&ni profil dialyzovaného eludtu z pokusu 12 (NaCl).

Cisla pod zdkladni &arou (1, 2, 3 a 4) se tykaji ndsledu-
jicich stupiii:
1. aplikace vzorku
2. promyvaci pufr 1,
3. promyvaci pufr -2 a
4. polétek eluénihovgradientu.

Cisla nad horni &arou (8, 10, 12) oznaduji &isla frakci
pouZitych v SDS-PAGE (obrdzek 6).

Obrdzek 5 ukazuje elu&ni profil dialyzovaného eludtu z po-
kusu 2 (6-AHA).

Cisla pod zdkladni Zarou (1, 2, 3 a 4) se tykaji ndsledu-
jicich stupfit: ‘
1. aplikace vzorku
2. promyvaci pufr 1,
3. promyvaci pufr 2 a
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4. poldtek elufniho gradientu.

V n&kterych p¥ipadech je na obrdzku vid&t sedlo. Z litera-
tury je zndmo, Ze dvé glykosylad¢ni formy plasminogenu maji riz-

nou afinitu k lysin-sepharose.

Obrdzek 6, Ktery Jje SDS-PAGE elu&nich frakci z kolony s
lysin-sepharosou, ukazuje, Ze lys-plasminogen je dost <&isty
produkt, JjestliZe se vezme v uvahu to, Ze prosel pouze dvé&ma

stupni &isténi.
Cisla p&su znamenaji nésledujici:

1. standard molekulové hmotnosti
2. plasmovy lys—-plasminogen

3. vzorek aplikovany na obr. 4 (z testu &. 910723 bez 6-AHA,
obr. 1),

4. = 3,

5. frakce &. 7 na obr. 4

6. frakce €. 9 na obr. 4

7. frakce &. 11 na obr. 4

8. vzorek aplikovany na obr. 5 (z testu &. 910724 s 6-AHA, obr.
2)

9. = 8

10. frakce &. 7 na obr. 5
11. frakce &. 8 na obr. 5
12. frakce &. 9 na obr. 5
13. frakce ¢. 10 na obr. 5
14. standard molekulové hmotnsoti

Obrdzek 7 ukazuje vysledky analyzy plasminu vyZist&ného
lys-plasminogenu, ktery byl vy&ist&n podle vyndlezu (A), tj.

- eluci 6-AHA ve stupni &isté&ni na S-sepharose a eluci NaCl (B).

Analyzy byly provadény pomoci chromogenniho substridtu S2251.

Test standardnim postupem, kde p-NA neobsahuje S 2251 (H~D-

-Val-Leu-Lys~-pNA), enzymatickym plUsobenim plasminu, p¥i &Zem?
se vyviji Zlutd barva m&rend p¥i 405 nm. Pr¥ed testem se vsechny
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vzorky z¥edi tak, aby m&ly stejnou koncentraci proteinu. Je
z¥eteln& vidé&t, Ze plasmin neni detegovatelny v produktu, ktery
byl eluovdn z S-sepharosy 6-AHA (neobjevila se 2&dnd barva).
JestliZe se eluce provddi NaCl, produkt obsahuje plasmin, coZ
ukazuje na to, Ze v eludtu doslo k jisté aktivaci lys-plasmino-

genu.
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Zpisob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl, ktefy'ﬁé
schopen vazat se na w-aminokyseliny =z roztoku proteiny,
ktery obsahuje takcovy protein obsahujici kringl, v y -
znad¢u3jici se t im, Ze obsahuje ndsledujici
stupné&:

a) roztok proteinu obsahujici kringl se nanese na io-
nexovou kolonu za takovych podminek, aby se protein obsa-
hujici kringl navdzal na materidl kolony,

b) protein obsahuiji kringl se eluuje pusobenim w-ami-
nokyseliny bez toho, aby se podstatnym zpusobem zm&nilo
pH a iontovd sila a

c) protein obsahujici kringl se isoluje z eludtu ze
stupn& b) dalsimi vhodnymi &isticimi stupni.

Zpusob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl podle ndroku
1, vyznadujici se timn, e v-aminokyseli-
na je vybrdna ze skupiny sestdvajici ze 4-aminomdselné ky-
seliny, 5-aminopentanové kyseliny, 6~-aminohexanové kyseli-
ny, 7-aminopentanové kyseliny, 8-aminooktanové kyseliny,
lysinu, argininu a terc.aminomethylcyklohexan-l-karboxy-
lové kyseliny.

Zpusob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl pedle ndroxu
lnebo 2, vvyznadtuijici s e t i m, Ze protei-
nem obsahujicim kringl je t-PA nebo analog t-PA.

Zpisob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl podle nédroku
lnebo 2, vyznadujici se tim Ze protei-

nem je plasminogen nebo derivdt plasminogenu.
Zpusob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl podle ndroku
4, vyznadcuijici s e £t 1 m, Ye derivatem

plasminogenu je lys-plasminogen.

Zpusob &ist&ni proteinu obsahujiciho kringl podle kterého-
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koliv z néroku 1 a% 5, vyznad¢uijici s e
t i m, Ze se jako w—aminokyselina pouZivd 6-aminohexanova
kyselina (6-AHA).

Zpusob &i&t&ni proteinu obsahujiciho kringl podle kterého-
koliv z ndrokd 1 a% 6, vyznaduijici s e
t I m, Ze se eludt ze stupn& ad b) podrobi afinitni chro-

matografii.

Zastupuje:
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