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Descrigao referente a patente de
invencao de BEHRINGWERKE AXTIENGESELL
SCHAFT, alema, industrial e comerci-~
al, com sede em D-3550 Marburg,
Republica Federal Alema, (inventores:
Dr, Jurgen Romisch e Prof. Dr. Nor-
bert Heim Durger, residentes na
Rep. Federal Alema), para "PROCESSO
PARA A PURIFICAGAO DE LIPOCORTINAY

DESCRICAOQ

A invengao refere-se a um processo

para a purificagac do lipocortinas, em especial das proteinas

PP4-X, PAP III, p68, ancorina II e ainda llipocortina I e
11,

Estas proteinas pertencem a uma
familia que se designa das lipocortinas, Calpactinas ou enexi-

| nas., podem encontrar-se em muitos organismos e ainda em seres
. humanos na maior parte dos Orgaos ou tipos de células. As
fpropriedades funcionais mais importantes até agora conhecidas

destas protelnas sac um efeito anti-coagulante, Esta familia de
proteinas pode ter uma infludncia em estados inflamatdrios
e distiirbios de coagulagao com eles relacionados, como a coagu-
lacao intravasol disseminada (DIC), diminuindo-os ou mesmo
neutralizando-os,

Os processos até agora utilizades

f para um isolante rapido destas protelnas (Tait, J.F.et al.

(1988) Biochemistry 27, 6268-6276) nao sao adequados para
um isolante técnico das mesmas.

0 objectivo desta invengao foi por
isso o desenvolvimento de um processo para a purificacao das




proteinas PP4-X, PAP III, p68, ancorina II e lipocortinas
I e II.

Descobriu-se entao surpreendentemente
que estas proteinas, na presenga de calcio, apresentam afinida-
de para esteres do acido poli-sulfiirico de sacaridos ou para
agucares sulfatados e se podem ligar a ésteres de acido poli-
sulfurico de sacarides suportades ou a aglicares sulfatados,
nac sendo absorvida a maior parte das impurezas proteicas,
A absorcao das lipocortinas pode assim efectuar-se numa coluna
ou num reactor descontinuo.

0 objectivo da presente invengao
€ um processo para a obtengao de lipocortinas, caracterizade
por se pbr em contacto uma solugao contendo uma ou varias
lipocortinas, na presenga de ioes calcio, com um éster do
acido poli-sulfirico de um sacadrido suportado ou com um agucar
poli-sulfutado suportado, se separar a solucao sobrenadante,
se lavar, conforme o caso, o0 material de suporte carregado,
se eluirem as lipocortinas isoladamente, em -grupos, ou na
totalidade, por aumento da forga idnica.

Un dos modos de execugao do processo
consiste em pdr em contacto uma solugac de 0.01~50 mg/ml de
uma lipocortina, de pH 5.5-9,5, contende 0.0001-0,1 mol/1
de ioes calcio, por exemplo na forma de cloreto, acetato ou
lactato, com um éster do acide poli-sulfiirico de um sacarido,
ligado a um suporte, ou com um agicar sulfatado, por exemplo
heparina, sulfato de dextrano, sulfato de heparano, sulfato
de condroitina, sulfato de queratano ou sulfato de dermatano,
ligado a um suporte, separar a solugcac sobrenadante, lavar,
conforme o caso, o material de suporte carregado, com um tampao
de pH 5.5-95, contendo 0.0001-0.1 mol/l de calcio, e eluir
a lipocortina por meioc de um gradiante linear de NaCl-, LiCl-

ou KC1.

Ne caso das Lipocortinas existirem
misturadas em solugao, podem também eluir-se em grupos om
na totalidade.
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Como matriz de suporte insoluvel
em agua, 4 qual se liga o éster do aecido poli-sulfirico de
um sacarido ou um acicar sulfatade, de modo covalente, pode
utilizar-se por exemplo dextrano insoluvel, agarose, acrilami-
da, um polimero amino~funcionalizado e/ou copolimeros do polie~
tileno glicol, pentaeritritol e metacrilato ou ainda combina-
¢coes destes. 0 acoplamento de ester do acido poli-sulfiirico
de sacaridos ou de agucares sulfatados pode efectuar-se de
acordo com metodos conhecidos, p. ex. por meio de suportes
pre-activados com CNBr ou epoxido, ou por meio de carhodiimida
em suportes amino-funcionalizados.

Numa forma preferencial de execugao
do processo poe-se em contacto uma solugao contendo uma lipo-
cortina ou uma solug%o contendo uma combimagao destas proteinas
ou todas estas proteinas, na presenga de 0.0002-0.03 mol/1
de calcio, a pH 6~9, com heparina ou sulfato de dextrano supor-
tados, de prefer&ncia com uma resina de afinidade para a hepa-
rina, incuba-se a mistura durante 3-300 min a &Q~30°G, gepara-
~ge a solugao sobrenadante da resina de suporte, lava-se o
absorvente, conforme o caso, com uma solucac a pH 6-9 contendo
0.0002~0.03 mol/1 de calcio, e eluem-se as proteinas isolada-
mente por aumento de condutividade, de prefer@ncia por meio
de um gradiante salino linear, em grupo por meio de uma eluigao
em passos, ou na totalidade, de prefer&ncia por aumento da
concentragao salina a 0.6~1.0 mol/l de Na Cl, Kel Li C1 ou
de um sal do acido citrico.

Em alguns casos pode seguir-se uma
purificacao posterior dos lipocortinas isoladamente ou em
conjunto, Para tal existem as seguintes possibilidades:

1. Re~cromatografia com um outro
ester do acido poli-sulfiirico de um sacdrido ligado a um supor-
te ou com um outro aciicar sulfatado.

2. Remogao do sal ou dos ioves calcio,
por exemplo por dialise, e cromatografia com um éster do acido
poli-sulfiirico de um sacaride ligado a um suporte ou com um
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acucar sulfatade, na auséncia de calcio ou na presenca de




um reagente quelante como EDTA, EGTA ou um sal do acido citrico
ou do acido oxalico.

3. Cromatografia de permuta idnica,
por exemplo com carboximetil~, DEAE-, QAE»RSephacel ou Celulose
(Firma Pharmacia, Suécia).

0 processeo de acordo com a invencao
distingue-se por se poderem iseolar as proteinas PP4-X, PAP
III, p68, ancorina II e Lipocortinas I e II, em poucos passos,
com uma elevadissima pureza e bom rendimento mesmoc em larga
escala industrial.

Para o isolamento a escala industrial
destas Lipocortinas a principal materia prima & a placenta
humana, que existe a disposi¢@c em quantidades suficientes
e que contem estas proteinas em grandes quantidades. Para
a purificagao de ancorina II utilizam-se principalmente os
fibroblastos especialmente ricos nesta proteina.

Iista das abreviaturas:

EDTA: acide etilenodiamianotetraacético
EGTA: acido bis(aminoetil)-glicoldter—N,N,N',N'~
tetraacetico
DEAE: dietilaminoetilo
QAE: aminoetilo quaternirio
PP4-X: proteina placentaria
PAP: proteina anticoagulante placentiria

Os exemplos seguintes destinam-se
a ilustrar a invencao:

Exemplo 1

Pulverizaram-se 36 Kg de placenta
humana madura. Lavaram-se varias vezes com uma solugac de
0,9g/100 ml de NaCl e Liofilizaram-se em seguida, Extraiu-
se o liofilizado (3Kg) com 50 1 de uma solucao de 0.02 mol/1
de Tris/HC1, pH 7.5, 0.15 mol/1 de NaCl e 0,1 M de Tri-Citrato
de sodio, adicionou-se sulfato de amonio (saturads s 33%)
e incubou-se com 4 1 de fenil-sepharose num processo desconti-
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nuo ("batch"). Apbs lavagem da resina, eluiram-se as Lipocorti-
nas com agua 3 ebuligdo, precipitaram-se por adig¢ao de sulfato
de amdnio a 80% de saturagac, peletizaram-se por centrifugacao,
tomaram-se numa solugae de 0.02 mol/l de Tris/HCL, pH 8.0
(tampao A) e dialisaram-se contra o mesmo tampao. Apdos adigao
de CaCl, at® uma concentragac final de 0.05 mol/l adicionaram~
-se ao dialisado, num processo descontinuo, il de heparina-
—RSepharose, agitou-se durante 60 min. & temperatura ambiente
e separou-se a solugac sobrenadente. lavou-se depois o absor~
vente com o tampao A, sob adi¢cio de 0.005 mol/l de CaCl, e
pré-eluiu-se com 0.06 mol/1 de NaCl. As proteinas PP4-X, PAP
ITT, p68 e as Lipocortinas I ¢ II eluiram-se juntamente, no
mesmo ensaio, com 0.8 mol/I de NaCl.

Apos dialise deste eluldo contra
tampao A removeram-se as impurezas ainda restantes. pondo
em contacto, apos adicao de EDTA até uma concentracgao final
de 0.001 mol/l, a solugao proteica, com 200 ml de heparina
- RSepharose, equilibrada com 0.02 mol/l de Tris/MC1, pH 8.0
e 0.001 mol/l de EDTA, agitando durante 60 min. 3 temperatura
ambiente e separando a camada sobrenadente que contém as prote~
inas e Lipocortinas. As proteinas e Lipocortinas purificadas
deste modo apresentaram-se em electroforese de gel de poliacri-
lamida SDS (PAGE) bandas correspondentes ac peso moleculares
de 33KD (PP4-X), 34KD (PAP IIT), BBKD (p68), 36KD(Lipocortina
I) e 37KD (Lipocortina II, cadeia pesada) e 10KD(cadeia leve).
0 isolante de cada uma das proteinas individualmente efectuou~

—se por meio de cromatografia de permuta idmica, como descrito
no exemplo 2.

Os rendimentos das proteinas indivi-
duais situaram-se entre 70 e 90%, em relacdo ao eluido da
fenil—RSepharose.

Exemplo 2

Pds-se em contacto uma solugis con-
tendo PP4-X, PAP IIT, P68, e Lipocortinas T e I, como a deg~

ta no exemplo 1, com heParina‘RSepharose, e lavou-se em seguida




o absorvente. Eluiram-se separadamente, por eluigao em passos,
PP4-X (0.35 mol/l de Na €1) e PAP III {(0.48 mol/1 de NaCl).
As lipocortinas I e II e p68 eluiram-se em conjunto com 0.8
mol/l de NaCl. Libertaram-se a PP4~X ou PAP III ou p68, as
Lipocortinas I e II, das restantes impurezas, como descrito
no exemplo 1. A posterior purificagao das protefnas eluldas

com 0.8 mol/1l de NaCl efectuou-se por cromatografia de permuta
ionicas

Dialisou-se a solugao contendo p68,
Lipocortina I e II, contra tampao A e bombeou~se para uma
coluna de DE—AE-—RSEpharose, equilibrada em tampac A. A proteina
p68 absorvida eluiu-se com um gradiante de NaCl. As Lipocorti-
nas I e II nao absorvidas nesta cromategrafia dialisaram-se
contra um tampao de 0.01 mol/l de imidazole/HC1, pH 6.0, puse-
. rem—-se em contacto, sob agitagEo, com carboximetilcelulose,
lavou~se em seguida o absorvente e colocou-se numa coluna.
As Lipocortinas I e II separaram-se por elui¢dc com um gradian—
te linear de sol de 0~0.7 mol/l de ¥aCl, As Lipocortinas assim
purificadas tinham uma pureza 795% e apresentaram na electrofo-

rese SDS-PAGE as bandas de peso molecular descritas no exemplo
1.




REIVINDIGCAGCOES
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Processo para a purificagao de lipo-
cortinas, caracterizado por se pdér em contacto uma solucao
contendo um ou varias lipocortinas, na presenga de iodes cilcio,
com um ester do acido poli-sulfiirico de um sacirids ou com
um aglicar poli-sulfatade, ligade a2 um suporte, se separar
a solucao sobre~nadante, se lavar, conforme o caso, o materisl
de suporte carregado, e se eluirem as lipocortinas isoladamen-—
te, em grupos ou na totalidade por aumento da forga idnica.
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Processo de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracterizado por as lipocortinas a purificar serem
a PP4-X, PAP III, p68, ancorina II ou lipocortina I ou II.

- 32

Processo de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracterizado por se purificarem posteriormente as
lipocortinas na auséncia de ices calcioc ou na presenga de
um excesso de um reagente quelante, por absorcao das restantes
impurezas a um &ster poli-sulfiirico de um sacirido ou a um
agucar sulfatado, e separagao da solugas contende as lipocorti-
nas.,

Processo de acorde com pelo menos
uma das reivindicagoes 1 e 3, caracterizado por o material
de suporte utilizado para a purificacae de lipocortinas ser
dextrano insoluvel, agarose, poliacrilamida, um polimero inso-
lavel amino-funcionalizado ow um copolimero de polietilenogli-
col, pentaeritritol e metacrilato, ou uma combinagac destes,
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Processe de acordo com pelo menos
uma das reivindicacoes 1 e 3, caracterizado por o aster polis-
sulfirico de um sacarido ser heparina, sulfato de dextrano,
sulfato de heparano, sulfatoe de condoitrina, sulfato de quera-
tano ou sulfato, de dermatano,

- 68 -

Processo de acordo com pelo menos
uma das reivindicagoes 1 e 3, caracterizado por se utilizar
para a purificacac de lipocortinas heparina ou sulfato de
dextrano ligados & um suporte.

- 72 .

Processo de acordo com pelo menos
uma das reivindicagoes 1 e 3, caracterizado por se utilizar

para a purificacao de lipocortinas heparina ligads a um supor-
te,
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Processoc de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracterizado por se conduzir o processo pare a purifi-
cagao de lipocortinas num tampao de pH 5,5 a 9,5, contendo
ices calcio numa concentragio de 0,001 e 0,1 mol/1l.

- 98 -

Processo de acords com a reivindica-
¢ao 2, caracterizado por se utilizar, para a purificacao de
lipocortinas, como reagentes quelante EDTA, EGTA, um sal do
acido citrico ou do acido oxalico, ou uma combinac@o destes.

~ 102 -
Processo de acordo com a reivindica-

¢80 2, caracterizado por se utilizar como reagente quelante
EDTA ou EGTA.
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PURIFICAGAQO DE LIPOCORTINASY

A .invengao refere-se a um processo
para a purificagao de lipocortinas, que compreende pdr-se
em contacto uma solu¢zo contendo uma ou varias lipocortinas,
na presenga de ioes calcio, com um éster do acido poli-sulfiiri-
co de um sacaride ou com um agicar poli-sulfatado, ligado
a um suporte, se separar a sclugzo sobrenadante, se lavarey
conforme o caso, o material de suporte carregado, e se eluirenm
as lipocortinas isoladamente, em grupos ou na totalidade,
por aumento da forga idnica.
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