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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsméde til isolering af en koagu-
lationsinhibitor betegnet vaevsfaktorinhibitor (TF1) og anvendelsen af en sdledes
opnaet vaevsfaktorinhibitor til fremstilling af et antithrombotisk laegemiddel!.

Koagulering, der forekommer i pattedyrblod, omfatter to adskilte systemer — de
sakaldte indre og ydre systemer. Sidstnaevnte system aktiveres, nar blod ud-
seettes for vaevsthromboplastin (faktor 111, i det efterfelgende betegnet vaevsfak-
tor (TF). Veevsfaktor er et lipoprotein, der frembringes i plasmamembranen af
mange celletyper, og hvor hjernen og lungerne er specielt rige herpa. Ved at
komme i kontakt med TF danner plasmafaktor VII eller dens aktiverede form,
faktor Vila, et calcium-afhaengigt kompleks med TF og aktiverer herefter proteo-
lytisk faktor X til faktor Xa og faktor IX til faktor IXa.

Tidligere undersagelser over reguleringen af TF-initieret koagulering viste, at
inkubation af TF (i urensede vaevsthromboplastin-prasparater) med serum
he&mmede dens aktivitet in vitro og forhindrede dens dedbringende virkning,
nar den blev infunderet i mus. Indg&ende undersagelser af Hjort, Scand. J. Clin.
Lab. Invest. 9, Suppl. 27, 76-97 (1957) bekreeftede dette, og yderligere arbejde
inden for dette omréde farte til den konklusion, at en haammende del i serum
genkendte faktor VII-TF-komplekset. | overensstemmelse med denne hypotese
er de kendsgerninger, at haemningen af TF, der forekommer i plasma, kraever
tilstedevaerelsen af Ca+ (der ogsa er nedvendig for bindingen af faktor VIi/VIlia
til TF), og at haermningen kan forhindres og/eller vendes om ved chelatering af
divalente kationer med EDTA. Nyere undersagelser har nu vist, at ikke alene
faktor Vlla, men ogsa katalytisk aktiv faktor Xa og en yderligere faktor er ned-
vendig for frembringelsen af TF-ha@mningen i plasma eller serum. Se Broze og
Miletich, Blood 68, 150-155 (1987) og Sander et al., /bid. 66, 204-212 (1985).
Denne yderligere faktor, heri defineret som vaevsfaktor-inhibitor (TFI), findes i
barium-absorberet plasma og synes at vaere associeret med lipoproteiner, da
TFI-funktionel aktivitet skiller ud med den lipoproteinfraktion, der flyder, dersom
serum centrifugeres til en taethed pa 1,21 g/cm®. Ifeige Broze og Miletich, supra,
udskiller HepG2-celler (en human hepatomacelielinie) en hasmmende gruppe
med samme egenskaber som TF! til stede i plasma.

| Proceedings of the National Academy of Science (USA) 84, 1886-1890, be-
skrives isolering af en vaevsfaktorinhibitor (TF 1) som er produceret af HepG2-
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hepatoma-celler. Der isoleres en vaevsfaktorinhibitor som har en molekylvaegt
pa 38 000 — 39 000 og en aminosyresammensastning som vist i artikiens tabel 2

Det har nu vist sig at den vaevsfaktorinhibitor (TFI) som bl.a. kan isoleres fra
HepG2-hepatoma-celler, har felgende egenskaber:

A den eksisterer i to former, TFl;, der vandrer ved ca. 37 000-40 000 dalton,
og TFl, der vandrer ved cirka 25 000-26 000 dalton, bestemt ved natrium-
dodecyl-polyacrylamidgel-elektroforese (SDS PAGE),

B. den har en delvis N-terminal aminosyresekvens som falger:

1 15
X-X-Glu-Glu-Asp-Glu-Glu-His-Thr-lle-lle-Thr-Asp-Thr-Glu
16 27

Leu-Pro-Pro-Leu-Lys-Leu-Met-His-Ser-Phe-(Phe)-Ala

hvori X-X ikke er blevet bestemt, og
C. den udviser haemmende virkning over for faktor Xa.

Denne TF| er blevet isoleret i hejt oprensede former, hvori den ikke eksisterede
i celle- og vaevskilder, hvorfra den er opnéet. Det vil sige, den er blevet fremstil-
let i rensede former, der i det vaesentlige er fri for andre proteiner og fri for an-
dre cellulaere bestanddele og vaevsdele.

Denne TF! udviser biologisk aktivitet, hvorfor den kan anvendes inden for medi-
cinen ved undersegelser af koagulationens forlgb. Specielt kan denne TFI an-
vendes terapeutisk som en koagulationsinhibitor og som anti-thrombotisk mid-
del.

TFI udskilt af HepG2-celler der er dyrket i naeringsdyrkningssubstrat er fortrins-
vis blevet isoleret i det vaesentlige ved den nedenfor beskrevne tretrins-metode:

A. CdCly-udfeeldning,

B. Faktor Xa-"Affi-Gel 15"-affinitetskromatografi af det resolubiliserede bund-
fald og
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C. "Superose 12"-gel-filtrering af fraktioneme fra affinitetskromatografien inde-
holdende TFIl-aktivitet.

Ved en alternativ isoleringsmetode inaktiveres faktor Xa i trin B ved binding til
isopropylphosphat (iPr2P), "Sephadex® G-75" anvendes som gel-
filtreringsmaterialet i trin C, og et fijerde trin D udferes pa falgende made:

D. Mono Q-ionbytter-kromatografi af fraktionerne fra gelfiltreringen indehol-
dende TFl-aktivitet.

Ved de foregaende metoder er HepG2 en velkendt og udbredt tilgaengelig hu-
man hepatomacellelinie, hvis etablering og karakteristika er beskrevet i US pa-
tentskrift nr. 4 393 133. Praver af denne cellelinie er ogsa tilgeengelige fra den
permanente samling i American Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
USA, under accessionsnummeret ATCC HB 8065

Andre velegnede cellekilder for TF! er for eksempel SK-HEP-1-celler (ATCC
HTB 52), Chang-leverceller (ATCC CCL 13), endotheliale celler og pattedyr-
blodsera.

HepG2-cellerne kan dyrkes ved cirka 37 °C i almindeligt naeringsdyrkningssub-
strat for at udtrykke TFI. Et foretrukket substrat er Earle’s modificerede essenti-
elle substrat (EMEM), der er kommercielt tilgaengeligt. Andre passende kom-
mercielt tilgzengelige substrater er fx beskrevet af Helen J. Morton, /n Vitro 6(2),
89-108 (1970). Disse naeringsdyrkningssubstrater indeholder aminosyrer, mine-
raler, kulhydrater, vitaminer og er ofte forstaerket med pattedyrsera, som fx fetalt
bovint serum eller kalveserum, og forskellige vaekstfaktorer. Som anvendt heri
dyrkes HepG2-celler fortrinsvis ferst i serumholdigt substrat og overfares deref-
ter til serumfrit substrat tilsat vaekststimulerende maengder af transferrin, selen,
insulin, levercelle-vaekstfaktor og lactalbuminhydrolysat.

CdCl-bundfaldet dannet i trin A ovenfor fortyndes fortrinsvis med samme volu-
men af en pufferoplesning inden pafersel pa en affinitetskromatografisejle i trin
1. Pufferopl@sningen ber omfatte en vandig oplgsning af et biologisk accepta-
belt puffermateriale indstillet til en pH-veerdi pa cirka 7.5. Anvendelsen af 0,05
M Tris-HC! er et eksempel herpa. En i det vaesentlige lignende puffer kan heref-
ter anvendes til at akvilibrere affinitetskromatografisejlen.



10

15

20

25

30

DK 174522 B1

"Affi-Gel® 15" der anvendes i trin B, er en kommercielt tilgaengelig, aktiveret affi-
nitetsbaerer fremstillet som en N-hydroxysuccinimidester af en derivatiseret
tvaerbundet agarosegel.

"Superose® 12" og "Sephadex® G-75" der anvendes i gelfiltreringstrinnet C, er
kommercielt tilgaengelige kugleformede geler fremstillet ved tveerbinding af dex-
tran med epichlorhydrin. De foretrukne superfine kvaliteter har en diameter af
sterrelsesordenen cirka 20-50 pm.

Inden pafersel pa gelfiltreringssajlen koncentreres fraktioneme fra affinitetskro-
matografien indeholdende TFI-aktivitet i trin B fortrinsvis, fx ved ultrafiltrering,
for at reducere maengden af oplasning, der skal arbejdes med, og sejlen kan
ekvilibreres med 1M NaSCN, pufret til pH ca. 7,5.

Ved en alternativ isoleringsmetode efter gelfiltreringstrinnet C udfeeldes fraktio-
nerne indeholdende TF-aktivitet fortrinsvis med acetone, og bundfaidet resolu-
biliseres herefter til pahaeldning pa Mono Q-sajlen. Denne sajle kan aekvilibre-

res med 6M urinstof, pufret til pH ca. 8,3.

Mono Q anvendt i trin D er en kommercielt tilgaengelig, steerk anionbytterhar-
piks, baseret pa en hydrofil polymer i kugleform, diameter cirka 10 ym, med la-
dede kvaternaere aminogrupper.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en speciel fremgangsmade til isole-
ring af vasvsfaktorinhibitor (TF1) fra det konditionerede medium af en levercelle-
linie, hvilken fremgangsmade er szeregen ved at det konditionerede medium
underkastes immunoaffinitetsrensning med anti-TFl-peptid-Ig rejst over for et
peptidantigen omfattende amino;yresekvensen:

Glu-Glu-Asp-Glu-Glu-His-Thr-lle-lle-Thr-Asp-Thr-
Glu-Leu-Pro-Pro-Leu-Lys-Leu-Met-His-Ser-Phe.

Skent seerlige metoder til isolering af TFi er beskrevet heri, kan den pageelden-
de TFI naturligvis vaere produceret pé forskellig vis. TFl-proteinet kan saledes
fremstilles ved almindelig rekombinant DNA-teknologi. Nylige fremskridt inden
for biokemien og inden for den rekombinante DNA-teknologi har gjort det muligt
at syntetisere specifikke proteiner, fx enzymer, under kontrollerede betingelser,
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uafheengigt af den organisme, hvorfra de normalt isoleres. Disse biokemiske
syntesemetoder anvender enzymer og subcelluleere komponenter af de prote-
insyntetiserende systemer i levende celler, enten in vitro i cellefri systemer eller
in vivo i mikroorganismer. | begge tilfeslde er hovedelementet tilvejebringelse af
en deoxyribonucleinsyre (DNA) med specifik sekvens, der indeholder den ned-
vendige information til at specificere for den enskede aminosYresekvens. En
sadan specifik DNA-sekvens betegnes et gen. Kodeforholdene hvorved en
deoxyribonucleotidsekvens anvendes til at specificere aminosyresekvensen af
et protein, er velkendte og arbejder efter et fundamentalt saet af principper. Se
for eksempel Watson, "Molecular Biology of the Gene", 3. udgave, Benjamin-
Cummings, Menlo Park, Calif., 1976.

Et klonet gen kan anvendes til at specificere aminosyresekvensen af proteiner
syntetiseret af in vitro systemer. RNA-dirigerede protein-syntetiserende syste-
mer er velkendte. Dobbeltstrenget DNA kan induceres til at frembringe mRNA in
vitro med efterfelgende szerdeles korrekt translation af RNA-sekvensen til prote-
n.

Det er nu muligt at isolere specifikke gener eller dele heraf fra hgjere organis-
mer, som fx mennesker og dyr, og overfere generne eller fragmenterne til mi-
kroorganismer, som fx bakterier eller geer. Det overfarte gen opformeres og
propageres,efterhdnden som den transformerede mikroorganisme opformeres.
Som en felge heraf er den transformerede mikroorganisme i besiddelse af ev-
nen til at fremstille det enskede protein eller gen, som det koder for, fx et en-
zym, og herefter overfere evnen til afkommet. Se for eksempel Cohen og
Boyer, US patentskrift nr. 4 237 224 og 4 468 464.

Opfindelsen beskrives nu naermere under henvisning til tegningen, hvor

fig. 1 er en grafisk afbildning, der viser elueringsprofilen efter iPr,P-humant-
faktor Xa "Affi-Gel"-affinitetskromatografi af et koncentreret TF|-praeparat isole-
ret fra HepG2-celler, der er en udferelsesform for opfindelsen,

fig. 2 er en grafisk afbildning, der viser elueringsprofilen efter Sephadex G-75
gelfiltrering af en koncentreret preve fra de TFl-aktive fraktioner fra fig. 1,
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fig. 3 er en grafisk afbildning, der viser elueringsprofilen efter Mono Q ionbyt-
terkromatografi af en koncentreret prave fra de TFI-aktive fraktioner fra fig. 2,

fig. 4 viser SDS PAGE af en renset TFI-prove fra fig. 3,

fig. 5 er en grafisk afbildning, der viser en sammenligning af renset TF1 fra fig. 3
og normalt humant serum ved et TFl-assay,

fig. 6 er en grafisk afbildning, der viser den haemmende virkning af det rensede
TF1 fra fig. 3 pa faktor Xa sammenlignet med dens manglende virkning pa
thrombin,

fig. 7 er en grafisk afbildning som viser den hurtige haemning af TF-aktivitet med
det rensede TFi fra fig. 3 i nervaerelse af faktor Vila, faktor Xa og Cca®,

fig. 8 er en grafisk afbildning, der viser elueringsprofilen efter bovin faktor Xa-
"Affi-Gel"-affinitetskromatografi af et koncentreret TFI-preeparat isoleret fra
HepG2-celler i en anden udfarelsesform for opfindelsen,

fig. 9 er en grafisk afbildning, der viser elueringsprofilen efter "Superose 12"-
gelfiltrering af en koncentreret prave fra de TFl-aktive fraktioner i fig. 8,

fig. 10 viser SDS-PAGE af en reduceret, renset TFl-prove fra fig. 9,
fig. 11 viser SDS-PAGE af en ikke-reduceret renset TFl-preve fra fig. 9,

fig. 12(A) viser SDS-PAGE af TFl isoleret fra Chang-leverceller (bane 2), SK-
HEP-I (bane 3 og 4) og HepG2-celler (bane 5 og 6) ved immunoaffinitetskroma-
tografi | yderligere udferelsesformer for opfindelsen med standard-molekylmar-
kerer angivet i bane 1, og

fig. 12(B) viser Western-blot-metoden (elektroforetisk overfersel) pa nitrocellu-
losepapir og farvning med Xa efterfulgt af autoradiografi af elektroforetisk ad-
skilte proteiner fra baneme 2, 3, 4 og 6 i fig. 12(A) i henholdsvis banerne 1, 2, 3
og 4.

For at illustrere serligt foretrukne udferelsesformer for opfindelsen narmere
udfartes felgende eksempler. | eksempel 1 er TFl isoleret ved hjeelp af fi-
retrinsmetoden, og i eksempel 2 ved hjeelp af tretrins-metode fra konditioneret
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substrat af HepG2-celler som tidligere beskrevet. | eksempel 3 isoleres TFI fra
adskillige cellekilder ved immunoaffinitetskromatografi.

EKSEMPEL 1
Materialer

"Affi-Gel 15" og lavmolekylaere standarder til polyacrylamid-elektroforese blev
indkabt fra Bio-Rad Laboratories. Na'®| (baererfrit) blev leveret af New England
Nuclear, og "lodo-Gen" blev leveret af Pierce Chemical Co. "Sephadex® G-75
superfine” og en Mono Q-sejle blev leveret af Pharmacia Inc. Earle's modifice-
rede essentielle substrat (EMEM) og fetalt bovint kalveserum blev skaffet fra KC
Biological, Inc. (Lenexa, KS), og levercellevaskstfaktor blev skaffet fra Miles La-
boratories. Bovint serumalbumin, phenylmethylsulfonylfluorid, diisopropylfluor-
phosphat (iProP-F), acrylamid, methylenbis(acrylamid), kaninhjernecephalin,
transfertin, selen, insulin, lactalbuminhydrolysat, HEPES (N-2-hydroxyethyi-
piperazin-N'-2-ethansulfonsyre), MOPS (3-[N-morpholino]propansulfonsyre) og
Trizma-base [Tris(hydroxymethyl)aminoethan] blev leveret af Sigma Chemical
Co. Alle andre kemikalier var af reagenskvalitet eller bedre og blev leveret af
Fisher Scientific Co. eller af Sigma. Faktor X-deficient humant plasma blev leve-
ret af George King Biomedical (Overland Park, KS) . Serumpraver fra raske
bloddonorer blev leveret af det amerikanske Rede Kors (St. Louis, MO).
HepG2-celler blev skaffet fra American Type Cuiture Collection.

Proteiner

Et urenset praeparat af TF blev fremstillet og grundigt vasket med EDTA [Broze
og Miletech, Blood 69, 150-155 (1987); Broze og Majerus, J. Biol. Chem. 255,
1242-1247 (1980)]. Faktor X-koaguleringsprotein fra Russell's hugormegift
(XCP), antithrombin Illa, faktor Vila og human faktor X blev renset som beskre-
vet af Broze og Miletech, supra; Broze et al., J. Biol. Chem, 260, 10917 (1985);
Peterson og Blackburn, J. Biol Chem. 260, 610-615 (1985); og Miletech, Broze
og Majerus, Methods Enzymol. 80, 221-228 (1981). Faktor Xa blev fremstillet
ud fra renset faktor X ved inkubation med insolubiliseret Z koagulant-protein og
inaktiveret med iProP-F [Broze og Miletech, supra; Bajaj et al., Prep. Biochem.
11, 397412 (1981)). iProP-faktor Xa blev fasthaeftet til "Affi-Gel 15" med en slut-
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koncentration pa ca. 2 mg/ml pakket gel under anvendelse af producentens in-
struktioner (MOPS-puffer, pH 7,5).

Undersogelse

En tretrins-undersegelsesmetode for TF-heemning anvendtes under rensnings-
metoden nedenfor. [Broze og Miletech, supra].. | det forste trin blev 10 pl faktor
Vila (1 g/ml), 10 ul faktor X (10 ug/ml), 10 pl CaCl, (40 mM), 10 pl antithrombin
[llet (650 pg/ml), 50 p! af praven, der skulle underseges, fortyndet i TBSA-puffer
(0,1 M NaCV/ 0,05 M Tris-HCI, pH 7.5, indeholdende bovint serumalbumin i 1
mg/mi) og 10 pl urenset, EDTA-vasket TF (10 vol./vol.-procent) inkuberet ved
stuetemperatur. Efter 30 minutter blev en 10 ul preve fortyndet 100 gange i
TBSA-puffer med 5 mM CaClz. 50 ul af denne fortyndede preve, 50 ul faktor
Vlila (1 pg/ml), 50 pl CaCl2(25 mM) og 50 ul faktor X (10 ug/ml) blev derefter
inkuberet ved 37 °C. Efter 10 minutters forleb tilsattes 50 af en blanding inde-
holdende 10 dele faktor X-manglende plasma og 1 del kaninhjernecephalin-
lagerreagens (fremstillet som beskrevet af Bell og Altone, Nature 174, 880
(1954) og rekonstitueret som angivet i instruktionerne fra producenten, Sigma)
og tiden for den ferste koageldannelse bestemtes med hjaslp af et fibrometer
(Baltimore Biological Laboratory, Cockeyvilie, MD).

Blandinger, hvori TBSA i stedet for praven var inkuberet i det ferste trin, tjente
som kontrolier. Koncentrationen af urenset TF i undersagelsen udvalgtes til at
frembringe en kontrolkoaguleringstid pé& 35-40 sekunder. Antithrombin llla var
inkluderet i undersegelsesmetoden for at formindske virkningen af faktor Xa
dannet under ferste trins-inkubationen pa koaguleringstiden fremkommet i det
tredje trin af undersegelsen. Den relative TFi-aktivitet beregnedes ud fra en
standardkurve konstrueret ved at afseette (pa log-log-papir) forlaengelsen i se-
kunder af koaguleringstiden i forhold il kontrolvaerdierne mod slutkoncentratio-
nen af normalt sammenhaeldt serum (50 donorer) i forsagets ferste trin. Denne
standardkurve frembringer et linezert respons fra 1 - 10 % (vol./vol.) serumkon-
centrationer. En enhed TFl-aktivitet defineredes som den, der indeholdtes i 1 ml
normalt sammenhzeldt serum. Unders@gelsesresultaterne fra kromatografifrak-
tionerne er udtrykt som koaguleringstider og er ikke omregnet til enheder/ml.

NaDodSO4/PAGE udfertes i 15v% geler (4 % stabelgel) som beskrevet af
Laemmli, Naturen (London) 227, 680-685 (1970). Reducerede prever opvarme-
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des til 100 °C i 5 minutter i naerveaer af 10 % 2-mercaptoethanol inden elektrofo-
rese. TFl ekstraheredes efter NaDodSO4/PAGE ved at udskaere banen fra ge-
len, lade den hensta i 0,1 M NaCl/0,05 TrisHC1, pH 7,5, i 30 minutter, opskaere
den i 2 mm sektioner og inkubere hver skive natten over i 100 i M NaSCN/0,05
M Tris-HC1, pil 7,5/0,025% Lubrol PX (et biologisk ikke-ionisk detergent besta-
ende af et ethylenoxidkondensat af fed alkohol) indeholdende bovint serumal-
bumin i 0,5 mg/ml. En 1:50 fortynding i TBSA af det ekstraherede materiale un-
dersegtes herefter som beskrevet ovenfor for TF-haamning. Western-blot udfer-
tes som beskrevet af Broze, Hickmanog Miletich, J. Clin. Invest. 76, 937-946
(1985) under anvendelse af '®|-maerket faktor Xa som proben. Aminosyre-
sammensatningen af renset TFI (110 pmol) bestemtes, efterfulgt af 24 timers
hydrolyse i 8 M HC! ved 110 °C pa en "Beckman® 6300" autoanalysator med
post-sejle ninhydrin-derivatisering.

Cellekultur

HepG2-celler blev dyrket i plast- eller glas-rulleflasker (850 cm?). Efter indle-
dende podning dyrkedes cellerne | EMEM med ikke-essentielle aminosyrer og
penicillin (10° enheder/ml), streptomycin (100 ng/ml), amphotericin (250 ng/ml),
natriumpyruvat (100 mM), L-glutamin (200 mM) og 5 % fetalt bovint serum og 5
% kalveserum, idet substratet blev udskiftet to gange om ugen. Efter 2 ugers
forleb fiernedes substratet indeholdende serum, og cellerne blev forsigtigt va-
sket med EMEM og herefter dyrket i serumfrit substrat bestdende af de samme
bestanddele som angivet ovenfor plus transferrin (5 ug/mt), selen (5 ng/m!), in-
sulin (5 ng/ml), levercellevaekstfaktor (20 pg/ml), lactoalbuminhydrolysat (5
mg/ml) og HEPES (25 mM). Det konditionerede substrat blev fiernet og erstattet
med frisk serumifrit substrat to gange om ugen. HepG2-celierne kan opretholdes
under disse betingelser i >3 méaneder.

Automatiseret Edman-nedbrydnings-kemi anvendtes til at bestemme den NH,-
terminale proteinsekvens af renset TFI. En Applied Biosystems, Inc., model
470A gasfasesekvenser (Foster City, CA, USA) anvendtes til nedbrydningerne
(Hunkapiller et al., Methods Enzymol. 91, 399-413 (1983). De respektive PTH-
aminosyre-derivater blev identif iceret ved RP-HPLC-analyse pa on-line-méade
under anvendelse af en Applied Biosystems, Inc., model I20A PTH Analyzer
udstyret med en Brownlee 2,1 mm |.D. PTH-C1¢-sojle.
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Elektroblot-metoden anvendtes pa praven for at sekvensere band isoleret direk-
te fra SDS-PAGE. De anvendte metoder var som beskrevet af Aebersold et al.,
J. Biol. Chem. 261, 4229-4238 (1986). Under anvendelse af disse sekvense-
ringsmetoder kunne de ferste to N-terminale aminosyrer ikke fastslas, men ami-
nosyrerne 3-27 bestemtes som felger:

1 15
X-X-Glu-Glu-Asp-Glu-Glu-His-Thr-lle-lle-Thr-Asp-Thr-Glu
16 27

Leu-Pro-Pro-Leu-Lus-Leu-Met-His-Ser-Phe-(Phe)-Ala

Rensning af TF|

Hvis ikke andet er angivet, udfertes oprensningen ved stuetemperatur. Op-
resningsmetoden er sammenfattet nedenfor som et 4-trins skema i tabel 1.
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Den detaljerede oprensningsmetode var som faiger.

A. Cadmiumchloridudfaeldning

HepG2-celle serum-frit konditioneret substrat (4 liter) blev centrifugeret efter til-
saetning af phenylmethylsulfonylfluorid (slutkoncentration 0,1 mM) og NaNs
(slutkoncentration 0,05 vaegt/vol.-%) ved 2500 x g i 30 minutter for at fierne af-
faldspartikler. CdCl,(1,0 M) tilsattes herefter il en slutkoncentration pa 5 mM,
og blandingen omrartes i 15 minutter. Bundfaldet der indeholdt TFl-aktiviteten,
blev fracentrifugeret (2500 x g i 30 minutter), og den supernatante del smidt
vaek. Pillen oplestes med 40 ml 0,5 EDTA/S mM iProP-F, pH 9,5, og dialysere-
des herefter grundigt over for TS-puffer (0,1 M NaC!/0,05 M Tris HCI/0,1 mM
phenytsulfonylfluorid/C,5 mM EDTA/0,02% NaNs, pH 7,5).

B. iPro-faktor Xa-"Affi-Gel 15"-kromatografi

Det dialyserede praeparat klaredes ved centrifugering (10.000 x g i 15 minutter)
og pahazeldtes en sojle af iProP-faktor Xa-"Affi-Gel 15” sekvilibreret i RS-puffer.
Gelen blev vasket med startpuffer, og det bundne materiale elueret med 2 M
NaSCN/0.05 M Tris-HCI, pH 7,5/0,05% Lubrol PX/0,02% NaNs/0,1 mM phenyl-
methylsulfonylfiuorid (fig. 1). Fraktioner indeholdende TFl-aktivitet blev heeldt
sammen og koncentreret til ca. 1 ml under anvendelse af en YM5 hydrofil ultra-
filtreringsmenbran (Amicon).

C. Geffiltrering 0@ acetonedelipidation

Den koncentrerede preve pafertes en sejle af "Sephadex G-75 superfine" bragt
i ligevaegti 1 M NaSCN/Q,05 M Tris-HCI, pH 7,5/0,05% Lubrol PX/0,02 %
NaN3/0,1 mM phenylmethylsulfonylfluorid (fig. 2). Fraktioner indeholdende TFI-
aktivitet blev haeidt sammen og blandet med 8 volumener acetone. Efter 30 mi-
nutters forleb blev bundfaldet opsamlet ved centrifugering (10 000 x g, 20 mi-
nutter, 10 °C).

D. MonoQ ionbytterkromatoqgrafi

Acetonebundfaldet blev solubiliseret med 1,0 mi 6 M urinstof/0,02 M Tris-
HCI/0,05% Lubrol PX, pH 8,3 og pafert en Mono Q-sojle bragt i ligeveegt i
samme puffer. Sgjlen fremkaldtes med en 30 ml linezer gradient fra startpuffer
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til 6 M urinstof/0,5 M Tris-HCI/0,05% Lubrol PX, pH 8,3 (fig. 3). Fraktioner inde-
holdende TFl-aktivitet blev haeldt sammen som vist i fig. 3, koncentreret til ca. 1
ml (YMS5, Amicon), dialyseret over for 1 M NaSCN/0,05 M Tris-HCl/0,05%
Lubrol PX, pH 7,5 og opbevaret ved 4 °C.

TFl's egenskaber

NaDodSO4/PAGE af det rensede TFI viste et dominerende band ved molekyl-
veegt 38 000 (ureduceret) eller 39.000 (reduceret) (fig. 4). Ekstraktion af gelski-
ver efter NaDodSO4/PAGE af en ureduceret preve af det rensede preeparat vi-
ste at heemmende virkning vandrede sammen med det Coomassie-farvede
band. Som ventet genkendtes det samme band med 1'®-maerket faktor Xa ved
immunoblot (resultater ikke vist). Aminosyresammensaetningen af den rensede
TF1 er angivet i tabel 2 nedenfor. Den rensede TFI viste sig at veere lig med den
hammende faktor som er tilstede i serum ved at den kraevede faktor VI, faktor
X og Ca®" for udtrykkelsen af aktivitet (Broze og Miletich, supra) (Tabel 3 ne-
denfor), og fortyndinger af den rensede TFI frembragte en linie parallel med lini-
en for den normale humane serumstandardkurve (fig. 5).

Inkubation af den rensede TFI (250 mg/ml) med faktor Xa (25 ng/ml) ferte til tab
af Xa koagulationsaktivitet ved et funktionelt bio-assay (fig. 6). Denne heem-
mende virkning af TFI var ikke en generel egenskab rettet mod alle serinprotea-
ser, da thrombin var fuldstaendigt upavirket ved inkubation med TFI (fig. 8).

Under tilstedevaerelse af faktor Vila, faktor Xa og Ca®* frembragte TF| meget
hurtig haeemning af TF-aktivitet med en tilsyneladende ty p4 20 sekunder (fig. 7).
Tilszetning af heparin (0,5 enheder/mi) til blandingerne accelererede begyndel-
seshastigheden af hasmningen tre gange (t, = 6 sekunder). Haemning af tilsyne-
ladende TF-aktivitet med TF| pavirkedes ikke ved tilsaetning af antithrombin Ila
(65 ug/mi) til reaktionsblandingen.
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TABEL 2

Aminosyresammensaetning af TFI

DK 174522 B1

Aminosyre Forkortelse Mol pr. 38 000 g protein
Asparaginsyre Asp 40
Threonin Thr 20
Serin Ser 19
Glutaminsyre Glu 44
Prolin Pro 15
Glycin Gly 33
Alanin Ala 19
Cystein Cys 13*
Valin Val 12
Methionin Met +
Isoleucin lle 15
Leucin Leu 27
Tyrosin Tyr 10
Phenylalanin Phe 20
Histidin us 5
Lysin Lys 26
Arginin Arg 18
Tryptophan Trp ND

ND = ikke bestemt
* Cystein-vaerdi efter 24 timers hydrolyse; permyresyreoxidation udfertes ikke.

+ Methionin blev oxideret under hydrolyse; intet blev detekteret.

TABEL 3

Krav om faktor VIi, faktor X og Ca?* for udtrykkelsen af aktivitet af renset TFI

Udelukkelse fra farste trin”

Koaguleringstid+, sek.

Ingen
faktor X
faktor Vila

Ca® (5 mM EDTA)

Kontrol

95,3
40,2
41,3
40,8
37,7

“Se beskrivelse af TFl-undersagelsen ovenfor.

+Resultaterne af gennemsnit af dobbeltforsag. Slutkoncentrationen af TFi var

10 ng/ml i det ferste trin af undersegelsen.
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De funktionelle egenskaber ved TF| isoleret fra HepG2-konditioneret substrat
ovenfor illustreredes pa felgende made.

Koagulationsundersagelser

Faktor Xa-heemning med TFI. Reaktionsblandinger indeholdende renset TFI
(250 ng/ml), faktor Xa (25 ng/ml) og enten EDTA (1 mM) eiler CaCl; (5 mM) og
en 1:40 fortynding af en stamoplasning af kaninhjernecephalin (fremstillet som
angivet i de publicerede instruktioner fra Sigma) i TBSA (0,1 M NaC!, 0,05M
Tris-HCI, pH 7,5, 1 mg/m! bovint serumalbumin) inkuberedes ved stuetempera-
tur. Til forskellige tidspunkter tilsattes en 100 i sub-preve til en fibrometerkop,
der allerede indeholdt 50 ul CaCl, (25 mM) og 50 pl kaninhjernecephalin (1:10
fortynding af stamoplesningen) ved 37 °C. 50 ul faktor X-deficient plasma tilsat-
tes herefter umiddelbart, og tiden for koageldannelse bestemtes pa et fibrome-
ter (BBL, Cockeyville, MD,USA). Faktor Xa-aktivitet bestemtes ved at sammen-
ligne koaguleringstiderne med en standardkurve konstrueret under anvendelse
af fortyndinger af Xa i samme inkubationsblandinger, men uden TFI.

Thrombin-haemning af TFI

Reaktionsblandinger indeholdende TFI (400 ng/ml) og thrombin (0,5 enhe-
der/ml, 180 ng/mi) blev inkuberet ved stuetemperatur i TBSA. Til forskellige tids-
punkter tilsattes en 100 ul sub-prave til 100 il 0,15 M NaCl, 6,6 g/l PEG-6000,
10 mM imidazol, 10 mM CaCl,, pH 7,4, opvarmet til 37 °C. 50 ul fibrinogen (2
mg/ml) tilsattes umiddelbart herefter, og tiden for koageldannelse bestemtes pa
et fibrometer. Relativ thrombin-aktivitet bestemtes under anvendelse af en
standardkurve, der var konstrueret med fortyndinger af thrombin.

Haemning af TF med TFI

100 ul af en blanding indeholdende faktor Vila (200 ng/mi), faktor Xa (200
ng/ml), CaCl2(8 mM) og TF (2 vol./vol.-%), der var inkuberet ved stuetempera-
tur i 1 minut, tilsattes til 100 ul TBSA indeholdende TFI (600 ng/ml) med eller
uden antithrombin fiiee (130 pg/mi) og heparin (1 enhed/ml). Til forudbestemte
tidspunkter herefter blev en 10 yl prove udtaget og fortyndet 100 gange i TBSA
med 5 mM CaCl,. Af praktiske hensyn henstod de fortyndede prever fra tidlige-
re tidsudtagninger, indtil den sidste 1 minuts preve var blevet opnaet, og heref-
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ter undersegtes alle for rest-TF-aktivitet under anvendeilse af en 2-trins under-
segelsesmetode. 50 ul faktor Vlia (1 ng/mi), 50 ul CaClz (25 mM), 50 ul fortyn-
det preve og 50 pl faktor X (10 ug/mi) blev inkuberet ved 37 °C. Efter 1 minuts
forlab tilsattes 50 i af en blanding indeholdende 10 dele faktor X-def icient
plasma og 1 del kaninhjernecephalin-stamreagens (fremstillet som angivet af
Sigma), og tiden for koageldannelse bestemtes med et fibrometer. Da denne
TF-undersaegelsesmetode involverer en fortynding af preven fra den oprindelige
inkubationsblanding og en yderligere 1-2 minutters inkubation, betragtes de af-
ledte haamningsstarrelser som "tilsyneladende” sterrelser.

Resultaterne af ovennaevnte praeparative arbejde i laboratoriemalestok, der fer-
te til isoleringen og den funktionelle afpravning af det rensede TFI, er yderligere
eksemplificeret ved den detaljerede beskrivelse af tegningens fig. 1-7.

Fig. 1. Denne figur viser iPr-P-faktor Xa-"Affi-Gel"-affinitetskromatografi. Det
dialyserede TFi-praeparat (ca. |00 mf) efter CdCl,-udfaeldning og ekstraktion pa-
fortes en 1.5 x 40 cm sgjle af iPr.P-faktor Xa-"Affi-Gel 15" aekvilibrereti 0,1 M
NaCl/0,05 M Tris-HCI, pH 7,5/0,5 mM EDTAJ0,02% NaN,/0,1 mM phenyl-
methylsulfonylfluorid. Efter vask med startpuffer fortyndedes TFI med 2 M
NaSCN/0,05 M Tris-HCI, pH 7,5/0,05 % Lubrol PX/0,1 mM phenylmethylsulfo-
nylfluorid. Stremningshastigheden var 3 ml/ time, og fraktionssterrelsen var 4
ml. Prever fortyndedes 500 gange til TFl-undersagelse. Fraktionerne 66-70 blev

haeldt sammen.

Fig. 2. Denne figur viser "Sephadex G-75 superfine"-geffiltreringen. Den kon-
centrerede prave (ca. 1 ml) fra iPr.P-faktor Xa-"Affi-Gel"-kromatografi pafertes
en 1 x 120 cm sejle af "Sephadex G-75 superfine”. Stremningshastigheden var
1.5 miltime, og fraktionssterrelsen var 1 ml. Prever fortyndedes 2 000 gange til
TFl-undersegelse. Fraktionerne 34-41 blev haeldt sammen.

Fig. 3. Denne figur viser Mono Q-ionbytterkromatografien. Efter acetoneudfaeld-
ning solubiliseredes TFI med 6 M urinstof/0,02 M Tris-HCl, pH 8,3/0,05 %
Lubrol PX og pafertes en 1 ml Mono Q-sojle @kvilibreret i samme puffer. Efter
vask med startpuffer fremkaldtes sejlen med en 30 ml gradient fra startpuffer til
siutpuffer (6 M urinstof/0,5 M Tris-HC!, pH 8,3, 0,05 % Lubrol PX). Stremnings-
hastigheden var 20 mi/h, og fraktionsstarrelsen var 1 ml. Prover fortyndedes



10

15

20

25

30

DK 174522 B1

17

2 000 gange til TFl-prevning. Horisontal fed streg angiver fraktioner, der er
heeldt sammen.

Fig. 4 Denne figur viser NaDodSO4/PAGE af renset TFI. Renset TFI (3,75 pg
pr. bane) underkastedes NaDodSO./ PAGE enten ureduceret (2 baner) eller ef-
ter reduktion med 10% 2-mercaptoethanol (1 bane). (@vre del) En af banerne
indeholdende ureduceret TF| blev udskaret fra gelen og skaret i skiver, og TFl-
aktiviteten ekstraheredes til undersegelse. (Nedre del) Coomassie-blafarvning
af reduceret (R) og ureduceret (U) TFI. Start er til venstre.

Fig. 5. Denne figur viser en sammenligning af renset TF| og normalt humant se-
rum ved TFl-assay. Fortyndinger af renset TF! blev undersagt ved det funktio-
nelle TFl-assay og sammenlignet med en standardkurve, der var konstrueret
under anvendelse af normait humant serum. Y-aksen er forleengeisen af koagu-
leringstiden i forhold til kontrolvaerdien (39 sekunder), og X-aksen er slutkon-
centrationen af TFI (@, i ng/ml) eller normalt humant serum (o, i % vol./vol.) i
det ferste trin af assayet.

Fig. 6. Denne figur viser virkningen af TFI pa faktor Xa og thrombin. Reaktions-
blandinger indeholdende renset TFI og enten Xa eller thrombin blev fremstillet
som beskrevet ovenfor. Til forudbestemte tider blev prever udtaget og under-
segt for rest-enzymaktivitet ved bioassay. O--0, thrombin: @ --e, Xa: 0--0, Xa
med phospholipider og Ca®". I kontrolblandinger, der manglede TF), var der in-
tet tab af Xa- eller thrombinaktivitet (ikke vist).

Fig. 7. Denne figur viser hasmningen af vaevsfaktor (TF) med TFI. Blandinger
indeholdende Vlla (100 ng/ml), Xa (100 ng/ml), Ca®* (4 mM), TF (1 % vol./vol.),
TF1 (300 ng/ml) med eller uden antithrombin Illa. (65 ug/mi) og heparin (0,5 en-
heder/mi) blev fremstillet ved stuetemperatur. Til forudbestemte tidspunkter blev
prever udtaget, fortyndet og undersagt for tilbagevasrende TF-aktivitet. 0--0,
uden antithrombin lllx eller heparin; V-V, med heparin, men uden antithrom-
bin llla; £--03, med antithrombin Illa, men uden heparin; A—-A, med antithrom-
bin lllo og heparin; &bne symboler pa den averste horisontale linie (100 % akti-
vitet) repraesenterer de respektive inkubationsblandinger uden TFI.
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EKSEMPEL 2

Isolering af TFI fra det konditionerede substrat af HepG2-celler udfertes som
beskrevet i eksempel 1, bortset fra felgende variationer:

1. lsolering udfertes i det vaesentlige ved 3-trins metoden i stedet for den tidli-
gere definerede 4-trins metode.

2. Ved CdCl-udfzeldningen, trin A, anvendtes et andet puffersystem (se
nedenfor), og dialysen blev udeladt.

3 Faktor Xa-"Affi-Gel 15"-affinitetskromatografi i trin B under anvendelse af
bovin faktor Xa uden binding til iPr2P i stedet for den humane faktor Xa
bundet til iPrzP.

4. "Superose 12"-gel anvendtes i stedet for "Sephadex G-75"-gel ved gelfiltre-
ringen i trin C.

Detaljeret beskrivelse af disse andringer er angivet nedenfor:

HepG2-celle serumfrit konditioneret substrat (4 liter) centrifugeredes ved 2500 x
g i 30 minutter for at fierne smastykker. CdCl2 (1,0 M) blev herefter tilsat til en
slutkoncentration pa 10 mM, og blandingen omrertes i 30 minutter. Bundfaldet,
der indeholdt TFl-aktiviteten, opsamledes ved centrifugering (10.000 x g i 20
minutter), og den supernatante del bortkastedes. Pelleten oplestes i80mI 0,5 N
EDTA, 100 K| enheder/ mi aprotonin (Sigma)., pil 9,5, og det uoplaselige mate-
riale fiernedes ved centrifugering (10.000 x g i 20 minutter).

Bovin faktor X-rensning

Bovin faktor X blev oprenset fra bariumsulfateluatet af bovint plasma (Sigma
Chemical Co., St. Louis). 40 enheder (hver fra 1 liter plasma) af eluatet blev
genopslaemmet i 1,6 liter H,0, og pH blev indstillet til 6,0 med HCI. Tert benza-
midin tilsattes til en slutkoncentration pa 1 mM, og blandingen blev centrifugeret
ved 10.000 x g og 4 °C for at fierne uopleseligt materiale. Preven blev herefter
pafert (100 hl/time) en 5 x 95 cm sejle af DEAE-"Sepharose"”, der var bragt i
ligeveegt i 0,02 M natriumcitrat, 1 mM benzamidin, 0,02% NaN,, pH 6,0 ved 4
°C. Efter vask af sejlen med 2 liter udgangspuffer blev den fremkaldt med en 15
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liter gradient fra startpuffer til 0,8 M NaCl, 0,02 M natriumcitrat, 1 mM benzami-
din, 0,02% NaNs, pH 6,0. Fraktioner indeholdende bovin faktor X, og Xz, der
eluerede efter protein C, men inden protein Z, blev sl&et sammen, koncentreret
tit ca. 40 ml (PM10, Amicon, Lexington, MA) og dialyseret i 0,1 M MOPS, pH
7,5. Udbyttet var 68 mg renset faktor X. Faktor Xa frembragtes ved aktivering af
faktor X med usolubiliseret XCP (faktor X-koagulantprotein fra Russell’s hugor-
megift).

Bovin faktor Xa-"Affi-Gel"-affinitetskromatoqrafi

Proven blev fortyndet med samme volumen 0,1 M NaCl, 0,05 M Tris-HCI, pH
7,5, 0,2% Lubrol PX og pafartes med en stremningshastighed p& 4 miltime en 2
ml sejle af "Sepharose 4 B"-agarose forbundet i serie med en 3 mi sojle af bo-
vin faktor Xa-"Affi-Gel" der var bragt i ligevasgt med 0,1 M NaCl, 0,05 M Tris-
HCI, pH 7.5, 0,1% Lubrol PX. Sgjlerne blev vasket med 0,1 M NaCi, 0,05 M
Tris-HCI, pH 7,5, 0,1% Lubrol (20 ml) og derefter med 0,1 M NaCl, 0,05 M Tris-
HCY, pH 7,5, 2% Lubrol PX (20 mi). “"Sepharose 4 B"-prae-sojlen blev herefter
fiernet fra kredslebet, og den bovine faktor Xa-"Affi-Ge!"-sgjle vasket yderligere
med 0,1 M NaCl, 0,05 M Tris-HCI, pH 7,5, 2% B-octylglucosid (20 ml) og elue-
redes med 0,5 M benzamidin, 0,05 14 Tris-HC!, pH 7,5, 2 % 8-octylglucosid.
Fraktioner indeholdende TFI, bestemt ved TFl-undersegelse, blev slaet sam-
men (fig. 8, fraktionerne 62-66) og koncentreret til ca. 0,4 ml under anvendelse
af en YM5 membran (Amicon Corp., Danvers, Mass., USA) . Den store maeng-
de Azso i de eluerede fraktioner skyldes benzamidin.

"Superose 12"-gel-filtrering

Den koncentrerede preve (ca. 0,4 ml) p&fertes to 25 ml "Superose 12"-sojler
forbundet i serie, der var bragt i ligevaegt i 1 M NaSCN, 2 % 8-octylglucosid,
0.02 M MOPS, pH 7,9. Sejlerne blev fremkaldt med udgangspuffer med en gen-
nemstremningshastighed pa 0,3 mi/minut. Fraktionerne 27-31 indeholdende
TFl-aktivitet blev identi iceret og hasldt sammen (fig. 9).

Karakterisering af TFI

SDS-PAGE-natriumdodecylsulfat-polyacrylamidgel-elektroforese af det reduce-
rede rensede TFl-mateniale afslerede et diffust band med en tilsyneladende
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molekylvaegt pa 39 000 dalton, dersom der farvedes med solvnitrat. Eluering af
gelskiver viste, at funktionel TFl-aktivitet vandrede sammen med proteinbandet
(fig. 10).

Western-blot og farvning_med '*1-Xa

Det rensede materiale binder faktor X. Den sammenhaeldte TFl-maengde fra
"Superose 12"-kromatografi blev underkastet SDS-PAGE og overfart elektrofo-
retisk til nitrocellulose. Efterfaigende inkubation af nitrocellulosen med I-Xa
viste, at det rensede protein binder faktor Xa (fig. 11)

Resultaterne af ovennasvnte praeparative arbejde i laboratoriemalestok i ek-
sempel 2 ferer til isolering af renset TFI, og er naermere beskrevet i omtalen af
tegningens fig. 8 til 11.

Fig. 8. Denne figur viser den bovine faktor Xa-"Affi-Gel"-affinitetskromatografi.
Fraktionerne 1 til 60 havde et volumen pa 4 mi og fraktionerne60 til 70 havde et
volumen pa 1 ml. Absorbans (Azso) er vist som @--@; TFl-aktivitet af 1000
gange fortyndede praver som 0--0.

Fig. 9. Denne figur viser "Superose 12"-gelfiltreringen. Fraktionerne 27-31 in-
deholdende TFl-aktivitet blev haeldt sammen og opbevaret ved —4 °C. Absor-
bans (Azso) er vist som en fuldt optrukken linie; TF|-aktivitet af 1.000 gange for-
tyndet prgve er vist som 0--0.

Fig. 10 viser SDS-PAGE af reduceret, renset TFI. Den rensede TFI (2 ug) blev
underkastet NaDodSOJ/PAGE efterfulgt af reduktion med 10% 2-mercaptoetha-
nol og selvfarvning. Molekylvaegt-markerer i kilodaiton er angivet i den venstre
bane. Den hejre bane viser et diffust band af reduceret TFI med en tilsynela-
dende molekylvaegt pa 39 000 dalton.

Fig. 11 viser SDS PAGE af ureduceret renset TFI pa det @vre blot, hvor det
rensede TFI (2 ug) blev underkastet NaDodSO4/PAGE og sglvfarvning. Det
nedre '%5|-Xa-blot viser det ureducerede TFI (1 ug) elektroforetisk overfert il ni-
trocellulose, farvet med '%°I-Xa og autoradiograferet. Den vre del af figuren vi-
ser TFl-aktiviteten af ekstraherede celleskiver efter SDS-PAGE af 1 ug TFIL
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EKSEMPEL 3

Isolering af TF| fra adskillige celiekilder, specielt Chang-levercelier, SK-HEP-I-
celler og HepG2-celier udfartes ved immunoaffinitetskromatografi hvorved der
som immunogenet anvendtes et syntetisk peptid med aminosyresekvensen 3-
25 af det tidligere beskrevne modne TFI, pa falgende made:

Immunisering

Et TFl-peptid indeholdende en sekvens svarende til aminosyresekvensen 3-25
af det modne TFI blev syntetiseret under anvendelse af Biosystem's fastfase-
peptidsyntesemetode. TFI-peptidet (5 mg) blev konjugeret til 10 mg albueskeel-
haemocyanin med glutaraldehyd. To New Zealand hvide kaniner immuniseredes
hver ved intradermal injektion med et homogenat indeholdende 1 ml Freund
komplet adjuvans og 1 ml af konjugatet (200 ug TFl-peptid). En maned senere
blev kaninerne hver boostet med et homogenat indeholdende 1 ml Freund
ukomplet adjuvans og 1 ml af konjugatet (100 ug TFIl-peptid). Antiserum blev
indsamlet hver uge herefter. Booster-injektioner blev udfert en gang om mane-
den, indtil kaninerne afbledtes efter 3 maneder.

Isolering af anti-TF l-peptid-lg

Det syntetiske TFI-peptid (3 mg) kobledes til 0.8 g CNBr-aktiveret "Sepharose®
4B" under anvendelse af producentens metode ( Pharmacia). For at isolere spe-
cifikt antistof blev sammenhaeldt antiserum (15 ml) blandet med samme volu-
men af en oplasning (PNBT) indeholdende PBS, 0,4 M NaCl, 0.1 M benzamidin
og 1 % "Triton® X-100" og kromatograferet pa TFI-peptid-"Sepharose 4B"-
sojlen ved stuetemperatur. Sajlen blev vasket med 30 ml PNBT-oplesning og
herefter med den samme oplasning uden "Triton X-100". Det bundne antistof
blev elueret med 0,1 M glycin/HCI, pH 2,2, neutraliseret umiddelbart ved tilsat-
ning af 1/10 volumen 1 M Tris-OH og dialyseret grundigt over for saltvandsop-
lesning. Omtrent 6,5 mg anti-TF I-peptid-Ig blev iscleret fra 15 ml antiserum.

Cellekultur

Chang-lever-, SK hepatoma- og HepG2-celler blev dyrket til sammenflydning i
Dulbecco’s modificerede Eagle's substrat (DMEM) tilsat 10 % fetalt bovint se-
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rum, 50 enheder/ml penicillin og 50 pg/ml streptomycin i 175 cm? kolber. Fem
kolber indeholdende hver slags celler blev trypsinbehandlet og anvendt til at
pode en 10-kammers celiefabnik (Nunc). Efter sammenflydning (ca. 1 uge) blev
cellerne vasket to gange med PBS og inkuberet i et serumfrit substrat. Det se-
rum-fri substrat bestod af DMEM tilsat 0,5 % lactalbumin-hydrolysat, 50 enhe-
der/ml aprotinin, ITS praemix (insulin-transferrin-selen, Collaborative Research
product), 20 ng/ml levercelle-vaekstfaktor (glycyl-histidyi-lysin) og 100 ng/ml
phorbol-12-myristat-13-acetat. Det serumfri substrat blev ombyttet med frisk
substrat hver tredje dag. Cellerne kan holdes under disse betingelser i >2 ma-
neder. De sammenhzeldte konditionerede substrater blev indstillet til 0,02 %
NaN3og 0,01 % "Triton X-100" og opbevaret ved 4 °C. Visse substrater blev
koncentreret 20 til 100 gange ved ultrafiltrering under anvendelse af Amicon's
YM3O0 spiralmembransystem.

Immunoaffinitetsrensning af TFI

Isoleret anti-TF1-peptid-Ig (20 mg) blev koblet til 2 g CNBr-aktiveret "Sepharose
4B" efter producentens instruktioner. Lejevolumenet af gelen var 7 ml. For at
isolere TF1 blev det konditionerede substrat (ukoncentreret eller koncentreret)
fra Chang-lever-, SK-hepatoma- eller HepG2-celler kromatograferet pa anti-TFl-
peptid-Ig-"Sepharose 4B"-sgjlen med en hastighed pa 2 mi/minut i kulden, indtil
signifikant TF1-aktivitet kom tilsyne i gennemligbet. Sejlen blev herefter vasket
med 70 mI PNBT og 70 ml af samme oplesning uden "Triton X-100". Det bund-
ne TF! blev elueret med 0,1 M glycin/HCI, pH 2,2, og koncentreret til omtrent
0.6 ml ved vakuumdialyse over for 0,1 M glycin/HCI, pH 2,2.

Resultater:

Ved immunoaffinitetskromatograf i p& en anti-TFI-peptid-Ig-"Sepharose 4B"-
sojle isoleredes TFI fra en reekke leverafledte cellelinier, Chang-lever, SK-
hepatoma og HepG2-heptaoma. Fig. 12(A) viser SDS-PAGE af proteinerne, der
elueredes fra anti-TFi-peptid-lg-'Sepharose"-sojlen. | forskellige praeparationer
observeres noget forskellige proteinprofiler. | visse praeparationer er et 40 kDa-
protein det eneste hovedprotein (bane 4 og 5); i andre findes et antal protein-
band sammen, og et 38 kDa-protein er et dominerende band i stedet for 40
kDa-proteinet. For at fastsla, hvilke proteiner, der er TFl-relaterede, udfertes
125|.Xa-bindingsundersegelsen. De isclerede TFl-praver blev underkastet elek-
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troforese i en 12 % SDS-polyacrylamidgel, og proteinerne overfartes herefter
ved elektroforetisk blot til et nitrocellulosepapir og undersegtes for '®1-Xa-
bindingsaktivitet. Det viste sig, at tre hovedband med tilsyneladende molekyl-
veegte pa 40, 38 og 25 kDa er i besiddelse af '*°I-Xa-bindingsaktivitet, mens
andre band ikke er i besiddelse heraf. (Fig. 12(B)). Sekvensanalyse af 38 kDa-
bandet fra SK-hepatoma-cellerne viser, at det har den samme aminoterminale
sekvens som den 40 kDa TFI der blev isoleret fra HepG2-celler i eksempe! 1
ovenfor. Baseret p& immunoaffinitet, aminosyresekvensering og '%I-Xa-
bindingsstudier viser det sig, at 40, 38 og 25 kDa-inhibitorerne kan afledes fra
det samme molekyle.

Resultaterne af ovennaevnte prasparative arbejde i laboratoriemalestok, der for-
te til isolering af TF fra adskillige cellekilder ved immunoaffinitetskromatografi er
naermere beskrevet i den detaljerede omtale af tegningens fig. 12(A) og 12(B).

Fig. 12. Denne figur viser SDS-PAGE af immunoaffinitetsisoleret TF| og scree-
ning af '*I-Xa-bindingsaktivitet. (A) SDS-PAGE. Elektroforese udfertes pa en
12 % polyacrylamidgel. Bane 1, molekylvaegtmarkerer; bane 2, Chang-lever-
TFI; bane 3, SK-hepatoma-TF| (prasparation 1); bane 4, SK-hepatoma-TFI
(preeparation 2); bane 5, HepG2-TF| (prasparation 1); bane 6, HepG2-TF| (prae-
paration 2). (B) Screening af '[-Xa-bindingsaktivitet. Praver blev underkastet
elektroforese pa en 12 % polyacrylamidgel. Proteinerne blottes elektroforetisk
over pa et nitrocellulosepapir under anvendelse af "Bio-Rad Trans-Blot'®-
apparatet og metoden. Efter overferslen blev nitroceliulosepapiret forst forsigtigt
rystet i PBB-oplasning (PBS indeholdende 5 mg/m! BSA og 2,5 mg/ml bovint
gammaglobulin) og derp& i PBB-oplesning indeholdende 400 ng/mi '%)-Xa,
hver ved stuetemperatur i 1 time. Herefter blev nitrocellulosepapiret terret og
autoradiograferet i 3 dage under anvendelse af Kodak XAR-5 film. Bane 1.
Chang-lever-TFI; bane 2, SK-hepatoma-TF! (prasparation 1): bane 3, SK-
hepatoma-TF| (przeparation 2) og bane 4, HepG2-TF| (praeparation 2).
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmé&de til isolering af vaevsfaktorinhibitor (TFI) fra det konditionere-
de medium af en levercellelinie, kendetegnet ved, at det konditionerede medi-
um underkastes immunoaffinitetsrensning med et anti-TFl-peptid-Ig rejst over
for et peptidantigen omfattende aminosyresekvensen:

Glu-Glu-Asp-Glu-Glu-His-Thr-lle-lle-Thr-Asp-Thr-
Glu-Leu-Pro-Pro-Leu-Lys-Leu-Met-His-Ser-Phe.

2. Fremgangsmade ifolge krav 1, kendetegnet ved, at det konditionerede me-
dium er opndet ved dyrkning af Chang leverceller eller SK-HEP-1 celler i kuitur.

3. Fremgangsmade ifeige krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at immunoaffinitets-
rensningen udferes som immunoaffinitetskromatografi pa en anti-TFl-peptid-Ig-
"Sepharose® 4B"-sgjle.

4 Anvendelse af vavsfaktorinhibitor opnaet ved fremgangsmaden ifelge et
hvilket som helst af kravene 1-3 til fremstilling af et antithrombotisk leegemiddel.
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