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(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren zur Aktivierung eines Vitamin K—-abhiingigen Blutfaktors beschrieben, wobei dies durch Behandlung mit einer

Protease, die von Pflanzen oder Prokaryonten abgeleitet ist, erfolgt. Ausserdem umfasst die Erfindung den erfindungsgemiss hergestellten
Blutfaktor, der keine Kontamination an tierischer Protease aufweist, sowie eine pharmazeutische Préiparation und ein Set zur medizinischen
Anwendung.
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WO 98/40474 PCT/EP98/01364

Aktivierter Vitamin K-abhidngiger Blutfaktor und Verfahren zu
dessen Herstellung

Die vorliegende Erfindung betrifft einen aktivierten Vitamin
K-abhangigen Blutfaktor sowie ein Verfahren zu dessen
Herstellung.

Die komplexe Protease/Substrat-Kaskade bei der
physiologischen Aktivierung von Profaktoren, insbesondere im
Bereich der Blutgerinnung, erfordert hochselektive Proteasen.
Diese Proteasen kommen im menschlichen Organismus selbst,
insbesondere im Blutplasma, vor. Die Anwendung anderer
humaner Proteasen zur Aktivierung von Profaktoren, wie z.B.
der Verdauungsenzyme Trypsin und Pepsin, fihrt daher nicht zu
einer selektiven Generierung aktivierter
Blutgerinnungsfaktoren, sondern zu einem unspezifischen Abbau
des Zielsubstrates. So ist z.B. bekannt, dass der tryptische
Abbau des Gerinnungsfaktor X zwar anfanglich aktiviert, aber
dann durch unspezifischen Abbau zu niedrig-molekularen
Peptiden fihrt. Aus AT-397 390 ist bekannt, dass fir die
Aktivierung von Prothrombin mit Hilfe eines Verdauungsenzyms
besondere Verfahrensvarianten eingehalten werden missen, um
einen weiteren unspezifischen Abbau des entstehenden Thrombus
zu verhindern.

Im Falle der Aktivierung von Faktor X stellt es daher eine
Besonderheit dar, dass mit dem Venom aus Vipera Russelli
(Russell's Viper Venom, RVV) ein selektiver Faktor X-
Aktivator zur Verfiigung steht, der auch technisch zur
Gewinnung von Faktor Xa verwendet werden kann. Seit Kenntnis
der Ubertragung tierischer Viren auf wenig verwandte
Tierarten (Prionenproblematik) wird jedoch die Verwendung
xenogener tierischer Proteine als Hilfsstoffe fur die
Herstellung von Arzneimitteln abgelehnt. Da aber geeignete

humane Proteasen nicht in technisch ausreichender Menge zur
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Verfiigung stehen, ist die Verwendung von RVV zur praparativen
Faktor X-Aktivierung nach wie vor Standardmethode.

Von proteolytischen Enzymen, die aus Prokaryonten, aus
niedrigen Eurkaryonten, wie z.B. Pilzen, oder aus hdheren
Eukaryonten, wie z.B. Pflanzen, isoliert werden koénnen, ist
bekannt, dass sie eine geringe Substratspezifitdt aufweisen.
Aus diesem Grunde werden sie hauptsdchlich zum Totalabbau von
Proteinen in rohen Zellextrakten verwendet, um auf diese
Weise andere Zellkomponenten, wie z.B. Kohlenhydrate oder
Nukleinsduren, 2zu trennen oder zu isolieren. Ausserdem werden
diese Proteasen auch zur Sequenzierung und Charakterisierung
von Proteinen auf dem Wege des Abbaus zu kleinen Peptiden
eingesetzt. Bisher war die Anwendung bakterieller oder
pflanzlicher Proteasen oder von Proteasen aus Pilzen als
Aktivatoren von Plasmaproteinen oder Plasmaprotein-Cofaktoren
oder -Inhibitoren aus der Gruppe der Prothrombin-
Komplexproteine nicht bekannt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur
Aktivierung von Profaktoren im Bereich der Blutgerinnung mit
Hilfe hoch-spezifischer Proteasen, die nicht tierischen

Ursprungs sind, zur Verfligung zu stellen.

Die vorstehende Aufgabe wird gemdss der Erfindung durch das
eingangs genannte Verfahren geldst, wobei die Aktivierung
mittels einer Protease erfolgt, die von Pflanzen oder
Prokaryonten abgeleitet ist.

Das erfindungsgemdsse Verfahren ist insbesondere zur
Aktivierung von Vitamin K-abhdngigen Blutfaktoren geeignet.
Besonders geeignet ist die Aktivierung von humanen
Blutfaktoren aus der Gruppe Faktor II, VII, IX, X und Protein
C. Die nachfolgenden Beispiele zeigen die Vorteile, wie sie
bei der Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa-f8 erhalten
werden.
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Das erfindungsgemdsse Verfahren eignet sich gleichermassen
fir die Gewinnung von natirlich vorkommenden, gentechnisch
hergestellten, wie auch chemisch oder gentechnisch
modifizierten Blutfaktoren.

In bezug auf die erfindungsgemdss verwendete Protease kann
von einem proteolytischen Enzym aus Prokaryonten ausgegangen
werden. Hier sind insbesondere die bakteriellen Proteasen zu
nennen, wie z.B. Thermolysin, Clostripain Proteasen IX und X
aus Bacillus polymyxa und Protease IX aus Bacillus
thermoproteolyticus.

Ausserdem lassen sich auch Proteasen aus niedrigen
Eukaryonten, wie z.B. Pilzen, insbesondere Protease XXIII aus
dem Schimmelpilz Aspergillus oricae, bei dem
erfindungsgemdssen Verfahren verwenden. Im weiteren eignen
sich proteolytische Enzyme aus hdheren Eukaryonten, wie z.B.
Pflanzen. Es sind insbesondere proteolytisch Enzyme geeignet,
die der Gruppe der Cysteinproteasen angehdren. Hier sind
beispielsweise zu nennen: Bromelain (z.B. aus Ananas
comosus), Papain (z.B. aus dem Milchsaft von Carica papaya)
oder Ficin (z.B. aus Ficus carica). Die genannten
proteolytischen Enzyme aus Prokaryonten, Schimmelpilzen und
Pflanzen allerdings weisen eine geringe Substratspezifitét
auf. Es war daher lUberraschend festzustellen, dass durch
Einsatz dieser Enzyme Profaktoren der Blutgerinnung hoch-
spezifisch aktiviert werden kénnen. Diese Enzyme sind
entweder selektierte native Enzyme, aber auch modifizierte
Enzyme bzw. Enzymderivate, insbesondere auch durch
rekombinante DNA-Technologie hergestellte Enzyme.

Es ist insbesondere fir Cysteinproteasen bekannt, dass sie
unter reduktiven Bedingungen oder in Anwesenheit von
Sulfhydrilgruppen enthaltenden Aktivatoren ihre breite
Protease-Aktivitat voll entfalten kénnen. Aus diesem Grunde
werden bei der Inkubation mit diesen Enzymen hdufig SH-
Donoren als Effektoren dem Inkubationspuffer zugegeben. Das
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breite Wirkungsspektrum dieser Proteasen kann aber durch
Abgehen von den optimalen Inkubationsbedingungen hin zu
suboptimalen Verhaltnissen, d.h. Bedingungen abseits des pH
oder Temperaturoptimums oder bei teilweisem oder
vollstidndigem Fehlen notwendiger Cofaktoren oder Effektoren,
oder in Anwesenheit besonderer Effektoren dahingehend
verschoben werden, dass spezielle Substrate, wie z.B.
Plasmaproteine, nicht mehr vollstandig degradiert werden und
somit ihre Aktivitdt, sofern es sich um zu aktivierende
Profaktoren handelt, nicht verlieren. Vielmehr wird die
Aktivierung auf der Stufe des Zielsubstrates gestoppt und es
werden die Aktivierungsprodukte als solche erhalten. Auch
dies wird nachfolgend am Beispiel der Aktivierung von Faktor
X zu Faktor Xa, insbesondere R-Faktor Xa, erstmalig

demonstriert.

Im weiteren kann eine hdhere Spezifitdt der Cysteinproteasen
auch dadurch erreicht werden, dass man die aus Pflanzen
gereinigten rohen Enzymprdparationen weiteren
Reinigungsmassnahmen unterwirft, z.B. einer Chromatographie,
um jene Proteinfraktionen zu isolieren, deren
Proteaseaktivitdt ein eingeschrédnktes Substratspektrum zeigt.
Wahrend diese Massnahme allein mdglicherweise noch nicht
geeignet ist, um zu den gewinschten hoch-spezifischen
Aktivatoren zu gelangen, eignet sie sich in Verbindung mit
einer weiteren Massnahme zur Erhbhung der Spezifitat von
Proteasen, namlich durch Oxidation derselben, wobei die
Proteasen aufgrund des Kontaktes mit Luftsauerstoff in ihrer
Aktivitdt und ihrem Aktivitatsspektrum reduziert werden.
Daraus ergibt sich, dass fur das erfindungsgemdsse Verfahren
besonders oxidierte Cysteinproteasen geeignet sind, wobei
dies bevorzugt bei chromatographisch angereicherten bzw.
gereinigten Cysteinproteasen der Fall ist. Besonders
bevorzugt ist es dabei, dass die Protease eine mindestens
zweifach erhdhte spezifische Blutfaktor-Aktivierungsaktivitat
gegenlber dem Rohextrakt aus Pflanzen oder Zellkulturen bzw.

gegenuber der unspezifischen proteolytischen Aktivitdt bzw.
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gegenliber der unspezifischen proteolytischen Aktivitat

aufweist.

Des weiteren kann das Substratspektrum dadurch eingeengt
werden, dass dem Inkubationspuffer der Enzyme mit den zu
aktivierenden Substraten Defektoren zugesetzt werden. Als
Defektoren sind insbesondere Schwermetallionen oder
Erdalkaliionen zu nennen. Besonders bevorzugt ist hier die
Zugabe von Calciumionen. So wird z.B. in den nachfolgenden
Beispielen gezeigt, dass bei der Aktivierung von Faktor X
unter Zusatz von Calciumionen mit hoher Ausbeute das
Aktivierungsprodukt f#-Faktor Xa erhalten wird, wobei andere
Spaltprodukte nur in vernachldssigender Menge entstehen.

Jedoch kann die Aktivierungsreaktion ohne Zusatz von
Calciumionen verstdrkt ablaufen und auch hinsichtlich des
erhaltenen aktivierten Faktors moduliert werden. Bei
geeigneten Versuchsanordnungen sind aber auch o-Faktor Xa

und/oder R-Faktor Xa erfindungsgemass herzustellen.

Flir eine bevorzugte technische Anwendbarkeit der hier infrage
kommenden Enzyme kénnen diese in immobilisierter Form
eingesetzt werden. Dadurch wird eine einfache Abtrennung der
Protease vom Substrat, z.B. durch Filtration, ermdglicht.
Ausserdem gewdhrleistet die Anwendung von immobilisierten,
d.h. an eine feste Phase gebundenen Enzymen den wiederholten
Einsatz derselben. Im Falle der sekunddr modifizierten
Proteine, z.B. durch Oxidation, wird durch die
Immobilisierung, d.h. durch eine kovalente Bindung des Enzyms
an ein Tragermaterial dasselbe in seiner Konformation, wie
sie nach der Umwandlung in einen hoch-spezifischen Aktivator

vorliegt, irreversibel fixiert.

Das erfindungsgemdsse Verfahren eignet sich zur Aktivierung
natiirlicher wie auch rekombinant hergestellter Blutfaktoren.



WO 98/40474 PCT/EP98/01364
()

Dabei kann bei einem Blutfaktor als Gerinnungsproenzym die
proteolytische Schnittstelle durch eine Aminosiuresequenz
modifiziert werden, welche dann gezielt von einer definierten
Protease erkannt und gespalten wird, so daR eine Aktivierung
nur mehr oder auch mit einer Protease mdglich wird, welche
nicht dem physiologischen Aktivierungsmechanismus entspricht.
Dieses speziell konstruierte Analog ist beispielsweise ein
Analog eines Vitamin-K-abhdngigen Blutfaktors wie Faktor X.

Am Beispiel des Faktor X kénnte die Region um die Arg52-
Ile53-Position, welche die Schnittstelle flUr den Faktor IXa
darstellt, durch eine andere Aminosduresequenz ausgetauscht
werden. Zum Beispiel kénnten die Aminos8uren Arg52, Ile53
gegen die Sequenz Glu-Gly ersetzt werden, welche dann eine
Spaltung durch FIXa und eine Aktivierung durch Faktor IXa
ausschlieffit, aber den proteolytischen Verdau mit
Endoproteinase Glu C aus Staphylococcus auraeus V8
erméglicht. Somit kann ein bakterielles Enzym, welches
hochrein dargestellt werden kann und keine
Kontaminationsgefahr mit einem tierischen oder humanen
Protein darstellt, fir die Aktivierung von Faktor X
eingesetzt werden. Analog kann als Spaltsequenz auch Gly-Ser
eingeflihrt werden, womit dann eine Spaltung mit pflanzlichen
Proteasen, z.B. mit Ficin, mdéglich wird.

Es ist bevorzugt, dass der erfindungsgemiss aktivierte
Blutfaktor weiteren Reinigungsmassnahmen unterworfen wird, um
auf diese Weise etwa entstandene proteolytische Abbauprodukte
zu entfernen. Besonders bevorzugt sind hier
chromatographische Reinigungsverfahren oder eine Reinigung
durch Gelfiltration.

Die Erfindung umfasst auch eine pharmazeutische Préaparation,
die einen Blutfaktor und eine von Pflanzen oder Prokaryonten
abgeleitete Protease mit einer Spezifitdt flir den Blutfaktor
enthalt. Die Protease kann auch eine von Saugetieren,

insbesondere ein von Menschen abgeleitete Protease sein.
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Dabei wird jedoch erfindungsgemdss als Protease kein
Gerinnungsfaktor verwendetﬂ Als Blutfaktoren sind
insbesondere Plasmaproteine, z.B. auch Vitamin K-abhdngige
Proteine, in dieser pharmazeutsichen Prdparation enthalten.
Insbesondere umfasst die pharmazeutische Préparation einen
aktivierten Vitamin K-abhdngigen Blutfaktor und die Protease.

Dieser Blutfaktor ist vorzugsweise human und nativ.

Zur topischen Anwendung zur Blutstillung ist auch die
Protease, insbesondere eine gereinigte Protease, als solche
einzusetzen, wobeli der Vitamin K-abhdngige Blutfaktor in
diesem Fall aus einer blutenden Wunde stammt. Durch
Aufbringen des Faktor X-Aktivators in einem pharmazeutischen
Trigermaterial, z.B. in einem Verbandsstoff oder in einem
Puder oder als Salbe, kann hier der die Blutgerinnung
auslésende Effekt des Gerinnungsaktivators genlitzt werden.
Eine andere pharmazeutische Zubereitung umfasst auch einen
Blutfaktor, der als Pro-Protein vorliegt, und eine aus
Pflanzen, Pilzen oder Prokaryonten isolierte oder in Zellen
dieser Spezies gentechnisch hergestellte Pro-Protein-
spaltende Protease enthdlt. Proteasen dieses Typs mit einer
Spezifitat flr Pro-Proteine sind z.B. als Furin (Van de Ven,
W. J. et al, Enzyme 45:257-270, 1991) oder Paired Basic Amino
Acid Residue Cleaving Enzyme, PACE, (Rehemtulla, A et al,
Biochemistry 32:11586-11590, 1993) bekannt. Wenn das aus dem
Pro-Protein resultierende reife Protein in einer
pharmazeutischen Praparation besonders labil ist, kann durch
gleichzeitige Verabreichung des Pro-Protein-prozessierenden
Enzyms das reife Protein in situ dargestellt werden und steht
dann therapeutisch zur Verfigung. Des weiteren ist eine
weitere Aktivierung mit einer Aktivatorprotease, sofern das
reife Protein durch weiteren proteolytischen Verdau erst in
eine aktive Form Ubergefihrt werden muss, mdglich. Ein
therapeutisches Set, bestehend aus dem stabilen Pro-Protein
und dem prozessierenden bzw. aktivierenden proteolytischen
Enzym, ermdglicht daher erstmalig die Verabreichung auch
labiler Proteine als Wirkstoffe.
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Im weiteren umfasst die Erfindung einen aktivierten Vitamin
K-abhdngigne Blutfaktor, wie er nach dem erfindungsgemdssen
Verfahren erhalten wird. Der erfindungsgeméss'erhaltene
humane, aktivierte Blutfaktor zeichnet sich dadurch aus, dass

er nicht durch eine tierische Protease kontaminiert ist.

Das erfindungsgemdsse Verfahren wird durch die nachfolgenden
Beispiele ndher erldutert. Diese Beispiele betreffen die
Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa, wobei die
verschiedenen Verfahrensvarianten gemédss den Unteransprichen

Anwendung finden.

BEISPIEL 1

Herstellung des Substrates Faktor X

Die Reinigung von Faktor X erfolgte aus einem
Prothrombinkomplexfaktorenprdparat, welches die Faktoren FII,
FIX, FX, Protein C und Protein S enthielt, und welches nach
der Methode von Brummelhuis, (Brummelhuis HGJ, Preparation of
the Prothrombincomplex. In: Methods of Plasma Protein
Fractionation, edited by Curling, JM, New York: Academic
Press, 1980, p. 117-128). hergestellt und zur
Virusinaktivierung nach EP 0 159 311 hitzebehandelt wurde.
Ein die Prothrombinkomplexfaktoren enthaltendes Lyophilisat
wurde entsprechend einer Aktivitat von 50.000 E FX/1 in
destilliertem Wasser geldst und auf pH 7,0 eingestellt. Nach
Zusatz von 12 % (v/v) TWEEN 80 wurde 1 Stunde bei
Raumtemperatur gerlhrt, anschliessend wurde mit destilliertem
Wasser auf das 5-fache Volumen verdinnt, mit Tri-Natrium-
Citrat—Dihydfat (7 g/1) versetzt und auf pH 7,0 eingestellt.
Anschliessend wurde mit 30 g/l Ca,(PO,), versetzt und 1 Stunde

bei Raumtemperatur geridhrt. Danach wurde die feste Phase
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durch Zentrifugation abgetrennt und zweimal mit je 25 ml/g
Calciumphosphat eines Puffers 20 mmol/l Tris-HCl, pH 7,0,
enthaltend 10 % Ammoniumsulfat, durch Resuspendieren
gewaschen und jeweils neuerlich abzentrifugiert. Danach wurde
eine dritte Waschung mit 25 ml/g Calciumphosphat eines
Puffers 20 mmol/l Tris-HCl, enthaltend 150 mmol/l NaCl, pH
7,0, durch neuerliches Resuspendieren und anschliessendes
Abzentrifugieren vorgenommen. Zur Elution des adsorbierten
Faktor X wurde das Pellet mit 1 mmol/l Natriumphosphatpuffer,
pH 7,0, (25 ml Elutionslésung/g eingesetztem Calcium-
phosphat) 1 Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde
die feste Phase durch Zentrifugation abgetrennt und der
Faktor X-enthaltende Uberstand durch Chromatographie tber
DEAE Sepharose® Fast Flow, Fa. Pharmacia, weitergereinigt.
Dazu wurde eine Sdule, gefillt mit gequollenem, gewaschenem
DEAE Sepharose® Fast Flow-Gel, und einer Konfiguration von
Sduleninnendurchmesser : Gelbetthdhe = 1 : 8,3 verwendet.

Das Chromatographiematerial wurde mit 10 E FX/ml Gel beladen.
Zuvor wurde die FX-haltige Losung durch Gelfiltration gegen
einen Puffer, 25 mmol/l Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat, 100
mmol/1l NaCl, pH 6,0, umgepuffert. Diese Faktor X-Lbsung wurde
bei einer Flussrate von 2 ml/min an die DEAE Sepharose® Fast
Flow adsorbiert und die Sdule mit einem Fluss von 2 ml/min
mit dem 1,7-fachen Gelvolumen, 100 mmol/l NaCl in 25 mmol/1
Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat, pH 6,0, und weiters mit dem 2,6-
fachen Gelvolumen, 250 mmol/1l NaCl, 25 mmol/l Tri-Natrium-
Citrat-Dihydrat, pH 6,0, nachgewaschen. Die Elution von
Faktor X erfolgte mit dem 5,2-fachen Gelvolumen eines
Citratpufferé, pH 6,0, enthaltend 280 mmol/l NaCl, pH 6,0.
Bei der Elution wurden Fraktionen gesammelt, die auf den

Gehalt der Prothrominkomplexproteine Faktor X, Protein C,
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Faktor IX und Faktor II, mit Standardgerinnungstests
untersucht wurden. Die Fraktionen enthaltend Faktor X, welche
arm an anderen Prothrombinkomplexprocteinen waren, wurden
vereinigt und anschliessend liber einen, aus Ascites
gereinigten monoklonalen Antikdérper, welcher gegen Faktor X
gerichtet war, und der an Actigel ALD (Sterogene,
Bioseparations, Arcadia, CA), immobilisiert war, weiter
gereinigt. Die FX-haltige Proteinldsung wurde an das Gel
adsorbiert, mit einer Beladung von 10 E FX/ml Gel.
Anschliessend wurde mit dem 5-fachen Saulenvolumen eines
Puffers, 20 mmol/l Tris-HCl, pH 7,4, nachgewaschen. Die
Elution erfolgte mit dem 10-fachen Sdaulenvolumen eines
Puffers enthaltend 100 mmol 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-
ammonium] -1-propansulfonat, 25 mmol/l1 NaCl, pH 10,5. Die mit
diesem Puffer eluierende Proteinfraktion wurde gesammelt und
anschliessend durch Ultrafiltration Uber eine Membran mit
einer Ausschlussgrenze von 10.000 Dalton auf 1/20 des
Ausgangsvolumens aufkonzentriert. Anschliessend wurde die FX-
haltige Losung gegen einen Puffer enthaltend 4 g/l Tri-
Natrium-Citrat-Dihydrat, 8 g/l NaCl, pH 7,0, diafiltriert.
Diese Faktor X-Prdparation wurde von Spuren verunreinigendem
Proteins, insbesondere aus der Immunaffinitdts-
Chromatographiesdule ausblutendem monoklonalem Antikdérper
durch Adsorption an Phenylsepharose® High Performance,
Pharmacia-Biotech, befreit. Dazu wurde die FX-haltige L&sung
nach der Diafiltration auf 1,8 mmol/l NaCl und einen pH-Wert
von 7,4 eingestellt. Das hydrophobe
Interaktionschromatographiegel wurde in einer
Chromatograpﬁieséule mit 20 mmol/l Tris-HCl, 2 mol/l NacCl,
7,4, aquilibriert und die eingestellte Faktor X-Ldésung mit

einer Beladung von 30 E FX/ml Gel auf die Sdule aufgetragen.
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Der FX-enthaltende Durchlauf aus der S&ule wurde aufgefangen
und anschliessend durch Ultrafiltration Qiber eine Membran mit
einer Ausschlussgrenze von 10.000 Dalton auf '/,, des
Ausgangsvolumens aufkonzentriert und dann gegen einen Puffer
enthaltend 20 mmol/l Tris-HCl, 150 mmol/l NacCl, pH 7,4,
diafiltriert. Die so gewonnene hochgereinigt Faktor X-L&sung

hatte eine spezifische Aktivitdt von ca. 100 E/mg Protein.

BEISPIEL 2

Quantitative Bestimmung wvon Faktor Xa

Testprinzip:

Das chromogene Peptidsubstrat CH,0CO-D-CHA-Gly-Arg-pNA wird
durch Faktor Xa hydrolysiert, wobei CH,0CO-D-CHA-Gly-Arg-OH
und Paranitroanilin entsteht. Die Kinetik der Zunahme von
Paranitroanilin wird spektrophotometrisch bei 405 nm
gemessen. Die Zunahme der optischen Dichte (OD) ist
proportional dem Gehalt an Faktor Xa in der zu

quantifizierenden Probe.

Reagenzien:
Verdinnungspuffer:

3,7 g/I Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan
2,1 g/I Imidazol
18,0 g/I NacCl
1,0 g/I Humanalbumin
PH 8,4

Substratldsung:
1,3 mmol/1l CH,0CO-D-CHA-Gly-Arg-pNA

in Verdinnungspuffer
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Methode:

50 pul einer Faktor Xa enthaltenden Probe werdén mit 50 pl
Verdinnungspuffer versetzt und 90 Sekunden bei 37 °C
inkubiert. Dann werden 100 ul der Substratldsung zugesetzt
und die Zunahme der OD pro Minute bei 37 °C bei 405 nm
bestimmt. Die Zunahme der OD muss Uber den Messzeitraum

konstant linear bleiben.

Zur Erstellung einer Bezugskurve wird die Standardpréparation
von bovinem Faktor Xa "NIBSC-Reagent 75/595" verwendet, wobei
eine Ampulle nach Rekonstitution mit 1 ml A.dest. 1 E FXa
enthdlt (s. Datasheet, National Institute for Biological

Standards and Controls).

BEISPIEL 3

Aktivierung von Faktor X

Die Aktivierung von gereinigtem Faktor X aus Beispiel 1 wurde
mit den Enzymen, Clostripain (Calbiochem, La Jolla, CA) 10
E/ml, Thermolysin (Calbiochem, La Jolla, CA) 200 E/ml, Papain
(Boehringer Mannheim, BRD) 400 pg/ml und Ficin (Sigma
Chemicals Co., St. Louis, MO) 20 pg/ml, in einem Puffer
enthaltend 20 mmol/l1 Tris-HC1l, 150 mmol/l NaCl, 5 mmol/l
CaCl,, pH 7,4, bei 37 °C und Inkubation lber mehrere Stunden
durchgefiihrt. Die Konzentration des Faktor X betrug 3,2 E/ml.
Zu den Zeitpunkten 5 Minuten, 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden
und 19 Stunden wurden aus den jeweiligen Inkubationsgemischen
Proben genommen und auf Faktor Xa-Aktivitat, wie in Beispiel
2 beschrieben, untersucht. Die Resultate sind Abbildung 1 zu

entnehmen. Es zeigte sich, dass eine Aktivierung von Faktor X
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mit allen eingesetzten Enzymen mdéglich war und fur
Thermolysin nach 2 Stunden zur hdéchsten Ausbeute an Faktor Xa
fihrte. Ausser fir die Inkubation mit Ficin war die
Aktivierungsphase, welche je nach Enzym ein Maximum zwischen
30 Minuten und 2 Stunden erreichte, von einer Inaktivierung
des entstandenen Faktor Xa gefolgt. Bei der Aktivierung von
Ficin konnte eine stetige Aktivierung mit stabiler Faktor Xa-

Aktivitdt auch nach 19 Stunden nachgewiesen werden.

BEISPIEL 4
Aktivierung von Faktor X

Vergleich Ficin und Russell's Viper Venom

Aus der Literatur ist Faktor X-Aktivator aus Vipera russellii
(RVV, Pentapharm AG, Basel, CH) als eiﬁ nicht plasmatischer
Faktor X-Aktivator mit einer hohen Selektivitdt bekannt, der
fUr in vitro-Aktivierungen von Faktor X gdngigerweise

eingesetzt wird.

In diesem Beispiel wurde die Aktivierung von hochgereinigtem
Faktor X aus Beispiel 1 mit RVV im Vergleich zur Aktivierung
mit dem pflanzlichen Faktor X-Aktivator, Ficin, untersucht.
Zu diesem Zweck wurde der hochgereinigte Faktor X in einer
Konzentration von 4 E/ml in einem Puffer enthaltend 20 mmol/l
Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl, 5 mmol/l CaCl,, pH 7,4, eingesetzt
und mit entweder 2,7 ug/ml RVV (Pentapharm AG, Basel, CH)
oder 20 pug/ml Ficin (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO) bei
37 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
innerhalb von 22 Stunden aus den Inkubationsgemischen Proben
entnommen und, wie in Beispiel 2 beschrieben, auf Faktor X-

Aktivitat untersucht. Das Ergebnis der Untersuchung ist in
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Abbildung 2 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Inkubation
von Faktor X mit dem Faktor X-Aktivator aus Ficin zu einer
Faktor Xa-Aktivitdat flihrte, welche mit der, die durch
Inkubation mit RVV erreicht werden konnte, vergleichbar war.
Die Aktivierungsprodukte des Faktor X, die nach Inkubation
mit den beiden Aktivatoren nach 22 Stunden erreicht werden
konnten, wurden auch durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese in Gradientengelen 8 - 18 % unter nicht
reduzierenden Bedingungen untersucht. Dazu wurde nach
elektrophoretischer Auftrennung der Faktor X vor Aktivierung,
der Faktor X nach Aktivierung mit RVV und nach Aktivierung
mit Ficin, und nachfolgendem Blot auf Nitrocellulose-
Membranen und Detektion mit einem anti-Faktor X-polyklonalen
Antikdrper und Immunfdrbung nach Standardmethoden analysiert.
Das Resultat ist Abbildung 3 zu entnehmen. Es zeigte sich,
dass der homogene Faktor X vor Aktivierung sowohl durch den
Aktivator RVV als auch den Aktivator Ficin in mehrere Faktor
X-spezifische Proteinfragmente kleinerer Molekllmasse als des
nicht aktivierten Faktor X gespalten wurde, wobei nach
Aktivierung mit RVV ein Gemisch aus alpha- und beta-Faktor Xa
entstand, wobei diese beiden Aktivierungsprodukte des Faktor
X in etwa gleicher Menge enthalten waren, und noch mindestens
drei weitere Aktivierungsprodukte identifiziert werden
konnten. Dagegen zeigte die Aktivierung durch Ficin, dass als
Hauptprodukt beta-Faktor Xa gewonnen wurde (siehe Pfeil),
wobel wie bei der Aktivierung mit RVV auch drei weitere
Aktivierungsprodukte nachgewiesen werden konnten, die
allerdings im Gegensatz: zur Aktivierung mit RVV einen
grdsseren Moimasseunterschied zum Hauptprodukt beta-Faktor Xa
aufwiesen, sodass diese durch einfache weitere Methoden, z.B.

Gelfiltration, abgetrennt werden konnten.
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BEISPIEL 5
Einfluss von Effektoren auf die Faktor X-Aktivierung mit

Ficin

Die in der Literatur angegebenen Inkubationsbedingungen £ur
den proteolytischen Abbau mit Ficin weisen Puffersysteme auf,
die zumeist Cystein als SH-Reagens und -Aktivator flir die
Protease enthalten. Ferner ist auch der Zusatz eines Metall-
ionenkomplexbildners, z.B. Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA), beschrieben, weil bekannt ist, dass solche SH-
abhidngige Proteasen, insbesondere durch Schwermetallionen
inaktiviert werden. In diesem Beispiel wurde Faktor X in
einer Konzentration von 4 E/ml in einem Puffer enthaltend 20
mmol/1 Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4, mit 2 pg Ficin/ml
analog zu Beispiel 4 bei 37 °C 24 Stunden inkubiert, wobei
dem Puffermedium (1) 2 mmol/l CaCl,, (2) 1 mmol/l Cystein,
(3) 1 mmol/l Cystein und 2 mmol/l EDTA und (4) 1 mmol/l
Cystein und 2 mmol/l1 CaCl, zugesetzt wurde. Nach 24 Stunden
Inkubation wurde die Faktor Xa-Aktivitdt gemdss Beispiel 2

bestimmt. Die Resultate sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Ansatz FXa-Aktivitdt nach 24 h (E/ml)
2 mM CaCl, 42.1
1 mM Cystein 17.5
1 mM Cystein, 2 mM EDTA 10.3
1 mM Cystein, 2 mM CaCl, 45.1

Tabelle 1: Faktor X-Aktivierung mit Ficin, Einfluss von

Effektoren
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Es zeigte sich, dass durch den Zusatz von Calciumchlorid eine
deutlich hdéhere Ausbeute an Faktor Xa erreicht werden konnte,
wéhrend unter Standardbedingungen (Cystein * EDTA) nur
geringere Faktor X-Ausbeuten realisiert werden konnten. Die
Ansétze wurden wie oben beschrieben auch mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf die Zusammensetzung der
Aktivierungsprodukte untersucht. Das Ergebnis der
elektrophoretischen Untersuchung nach Farbung der Proteine
nach der Silberfarbemethode als auch nach spezifischer
Immunfidrbung mit einem anti-Faktor X-Antikdérper ist Abbildung
4 zu entnehmen. Es zeigte sich, dass der Zusatz von
Calciumionen zum Inkubationsmedium zu einem deutlich hdéheren
Anteil an beta-Faktor Xa unter den Faktor X-Spaltprodukten
fihrt. Der so gewonnene beta-Faktor Xa kann nun leicht durch
konventionelle chromatographische Reinigungsmethoden vom im
Gemisch noch enthaltenen Resten an Ficin befreit werden. Dazu
zdhlen einfache Gelfiltration, Ionenaustauschchromatographie
oder Substrataffinitdtschromatographie, beispielsweise an
immobilisiertem Benzamidin, welches in der Lage ist, Faktor

Xa selektiv zu binden.

BEISPIEL 6

Isolierung des Faktor X-Aktivators aus Pflanzenlatex

10 mg eines pulverisierten Latex aus Ficus glabrata
enthaltend 2 mg Protein wurden in 2,5 ml eines 5 mmol/l
Natriumphosphatpuffers enthaltend 1 mmol/l1 EDTA, pH 5,5,
suspendiert und mit 100 gl 50 mmol/l Cystein-Ldsung zur
Aktivierung der Cysteinprotease versetzt. Anschliessend wurde
durch Gelfiltration uUber Sephadex® G50 das freie Cystein

entfernt und mit dem gleichen Phosphatpuffer 1 + 3
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weiterverdinnt. Die Gesamtmenge wurde nun auf eine Mono S HR
5/5 Kationenaustausch-chromatographiesdule, Fa. Pharmacia,
bei einer Flussrate von 1 ml/min aufgetragen.vAnschliessend
wurde mit 45 Sdulenvolumina des gleichen Phosphatpuffers
nachgewaschen und anschliessend eine Gradientenelution
durchgefliihrt, wobei die Phosphatkonzentration auf 185 mmol/l
in derselben Pufferzusammensetzung iUber 55 Sdulenvolumina
kontinuierlich erhdht wurde. Das Resultat ist Abbildung 5 zu
entnehmen. Durch die Elution wurde das Proteingemisch in

mehrere Einzelproteine aufgetrennt. Wie im Elutionsprofil an

der Absorption bei 280 nm (—— Protein) erkennbar ist.
Anschliessend wurden die einzelnen Fraktionen mit dem in
Beispiel 2 beschriebenen Faktor Xa-Assay auf FX-aktivierende
Enzymaktivitdt untersucht und es zeigte sich, dass ein
Proteinpeak, der bei 49 ml Elutionsvolumen eluierte, und ein
Proteinpeak, der zwischen 68 und 69 ml Elutionsvolumen
eluierte, die hoéchste Faktor X-Aktivator-Aktivitdt (- -x- -)
aufwies. Analog wurden die Fraktionen mit einem
unspezifischen Proteasesubstrat auf Proteaseaktivitdat
untersucht. Dazu wurde das chromogene Proteasesubstrat,
Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid-hydrochlorid, welches unter
den Bedingungen und nach der Methode von Eglund et al.,
Biochemistry 7: 163-175 (1968), in einem photometrischen Test
eingesetzt wurde, verwendet. Wie aus Abbildung 5 zu erkennen
war, konnte nennenswerte Proteaseaktivitét (ZS) sowohl im
Sdulendurchlauf als auch in allen weiteren Fraktionen
gefunden werden, wobei auch hier die Peaks bei
Elutionsvolumen 49 ml und Elutionsvolumen 68-69 ml die
stadrksten Aktivitaten aufwiesen. Daneben wurden aber auch

noch in den Proteinfraktionen bei Elutionsvolumen 53 ml und
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74-83 ml nennenswerte Proteaseaktivitdten festgestellt.
Bemerkenswert war, dass in der Fraktion, die bei 68-69 ml von
der Sdule eluierte, die Faktor X-Aktivatoraktivitdt deutlich
hdher war als die unspezifische Proteaseaktivitdt, was auf
eine Abtrennung des Faktor X-Aktivators aus dem rohen
Pflanzenextrakt zurlckzuflihren war. Die Fraktion enthaltend
die hdéchste Faktor X-Aktivatoraktivitdt in Bezug auf den
Proteingehalt wurde anschliessend 15 Stunden bei 4 °C unter
der Einwirkung von Luftsauerstoff inkubiert. Dadurch konnte
die Faktor X-Aktivator-Aktivitdt im Verhdltnis zur

unspezifischen Proteaseaktivitdt weiter gesteigert werden.

BEISPIEL 7

Immobilisierung von pflanzlichem Faktor X-Aktivator

Kristallisiertes Ficin ( Fa. Sigma) in Kristallsuspension
wurde auf eine Konzentration von 2,5 mg/ml verdinnt und gegen
einen Puffer enthaltend 20 mmol/l Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl,
PH 7,4, durch Gelfiltration Utber Sephadex® G50 (Pharmacia)
umgepuffert. Ein voraktiviertes Gel, Actigel ALD Superflow
(Sterogene Bioseparations, Arcadia, CA), wurde mit einem
Puffer enthaltend 20 mmol/l Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl, pH
7,4, gewaschen und anschliessend im Verhdltnis 1 + 1 mit der
zu immobilisierenden Ficin enthaltenden Losung versetzt und
mit 1/15 des Volumens an Kopplungsldsung (Sterogene
Bioseparations, Arcadia, CA) 3 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliessend wurde das Immobilisat auf einer
Sinternutsche abgetrennt und durch exzessives Waschen
abwechselnd mit einem 20 mmol/l1 Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl,
PH 7,4, Puffer und einem 20 mmol/l Tris-HCl, 2 mmol/l NaCl,

pH 7,4, Puffer vom nicht gebundenem Ficin und den
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Kopplungsreagenzien befreit. Das Ficinimmobilisat wurde

nachfolgend zur Aktivierung von Faktor X wie folgt

eingesetzt.

Hochgereinigter Faktor X aus Beispiel 1 wurde in einem Puffer
enthaltend 20 mmol/l1 Tris-HCl, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4, auf 2
E FX/ml eingestellt und mit 10 pl/ml feuchtem
Ficinimmobilisat versetzt. Anschliessend wurde 60 Minuten bei
37 °C unter sténdiger Durchmischung inkubiert und danach die
Faktor Xa-Aktivitat wie in Beispiel 2 beschrieben, gemessen.
Dabei konnte eine Faktor Xa-Aktivitét von 4 E/ml festgestellt
werden. Daraus kann abgeleitet werden, dass Ficin auch in an
eine feste Phase gebundener Form die Faktor X-Aktivator-
Aktivitdt behdlt und daher als Immobilisat zur Darstellung

von Faktor Xa geeignet ist.

BEISPIEL 8

Eine technische Ficin-Prdparation aus Ficus glabrata Latex
wurde nach den Bedingungen und der Methode von Englund et
al., Biochemistry 7:163-175 (1986) gereinigt, wobei jene
Fraktionen gesammelt wurden, welche die hdchste spezifische
Faktor X-Aktivatoraktivitdt, verglichen mit der
unspezifischen Proteaseaktivitdt gegen Benzoyl-DL-arginin-p-
nitroanilid-hydrochlorid, aufwiesen. Die aus der
chromatographischen Reinigung anfallende Préparation wurde
einer 15-minutigen Aktivierung mit 10 mM Cystein bei 37°C
unterworfen, und das Aktivierungsgemisch anschliefend durch
eine Gruppentrennung mittels Gelfiltration lUber Sephadex® G-
25 Superfine vom Uberschussigen Aktivator befreit. Die
Aktivierung wurde in Inkubationsgemischen enthaltend 4
Einheiten/ml Faktor X und 3 pg/ml der aktivierten
Ficinprédparation in einem Puffersystem von 20 mmol/l
Tris-HC1l, 150 mmol/l Natriumchlorid, pH 7,4 in Ab- und
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Anwesenheit von Calcium- und Manganionen durchgefiihrt. Die
Ansitze enthielten entweder 2 mmol/l Calcium-Ionen, 1 mmol/1l
Mangan(II)-ionen oder eine Kombination der beiden
Metallionen. Nach 5 h Inkubation bei 37°C wurden die Ansdtze
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf die
Zusammensetzung der Aktivierungsprodukte untersucht. Das
Ergebnis der elektrophoretischen Trennung wurde nach der
Silberfdrbemethode sichtbar gemacht und die Intensitdt der
aufgetrennten Banden densitometrisch ausgewertet. Das
Ergebnis dieser Auswertung ist der nachstehenden Tabelle zu

entnehmen.
Anteil Faktor Xa | Anteil Spaltprodukte
Aktivierungsansatz densitometrisch

(%) (%)
Puffer 15,3 84,7
2 mM Ca2+ 44,4 55,6
1 mM Mn2+ 30,3 69,7
2 mM Ca2+ + 1 mM Mn2+ 65,5 34,5

Es zeigte sich, daR die Aktivierung durch die gereinigte,
aktivierte Ficinpraparation ohne Zusatz der beiden
Metallionen zu einem verstdrkten Abbau des gebildeten Faktor
Xa flhrt. Der Zusatz von wahlweise Ca2%- bzw. Mn2*-Ionen
verringert die Entstehung von verschiedenen Spaltprodukten,
wahrend die Kombination beider Ionen das Verhdltnis zwischen

aktiviertem Faktor X und dessen Degradationsprodukten nahezu
umkehrte.

Darliber hinaus konnte gezeigt werden, daf die Aktivierung
unter Zusatz von Ca?+ und Mn2+*-Ionen einen aktivierten Faktor
X ergibt, der nach dem Aktivierungsvorgang keinem weiteren
Degradationsprozef unterworfen ist. Um diesen Nachweis zu
erbringen, wurde ein Aktivierungsansatz analog zu den zuvor
angeflihrten Bedingungen unter Zusatz von 2 mmol/l Calcium-

ionen und 1 mmol/l1 Mangan(II)-Ionen durchgefihrt, bei dem zu
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bestimmten Zeitpunkten aus dem Inkubationsgemisch Proben
gezogen wurden, um die AKtivierungskinetik zu erfassen. Es
wurden die Aktivitdt von Faktor Xa gemdR Beispiel 2 bestimmt
sowie der Anteil degradierter Spaltprodukte von Faktor Xa
ermittelt, analog zu der oben beschriebenen Methodik. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in folgender Tabelle

zusammengefalRt:
Faktor Xa-Aktivitdt | Anteil Faktor Xa |Anteil Spaltprodukte

Probenahme

nach amidolytisch densitometrisch

(Einheiten/ml) (%) (%)

1h 18,5 84,4 15,6

3 h 30,0 65,1 34,9

5 h 34,0 65,4 34,5

26 h 33,6 64,1 35,9

Die weitere Reinigung des gewonnenen Faktor Xa kann nun gemaf
Beispiel 5 erfolgen.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Aktivierung eines Vitamin K-abhangigen
Blutfaktors durch Behandlung mit einer Protease, dadurch
gekennzeichnet, dass die Protease von Pflanzen, Pilzen
oder Prokaryonten abgeleitet ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
der Blutfaktor aus der Gruppe der humanen Faktoren IT,
VII, IX, X und Protein C ausgewahlt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
nach Aktivierung von humanem Faktor X der Faktor Xa-R
gewonnen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Protease ausgewdhlt ist aus der Gruppe Ficin,

Bromelain, Papain, Thermolysin und Clostripain.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Behandlung unter
Bedingungen durchgefihrt wird, die £ir die Protease

suboptimal sind.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die Protease eine oxidierte
Cysteinprotease ist.

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die Protease

chromatographisch gereinigt ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
die Protease eine mindestens 2-fach erhbhte spezifische
Blutfaktor-Aktivierungsaktivitdt gegenliber dem Rohextrakt
aus Pflanzen oder Zellkulturen aufweist.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivierung in Gegenwart
von Defektoren durchgefliihrt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivierung in Gegenwart
von Schwermetallionen oder Erdalkaliionen durchgefiihrt

wird.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass

die Aktivierung in Gegenwart von Calciumionen erfolgt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease an einem
festen Trager immobilisiert ist.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease durch

rekombinante DNA-Technologie hergestellt ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR
ein rekombinanter Blutfaktor aktiviert wird.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf
ein Blutfaktor-Analog mit einer proteolytischen
Schnittstelle spezifisch flir die Protease aktiviert

wird.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daf
die proteolytische Schnittstelle modifiziert ist und die
Aktivierung mit der Protease vorgenommen wird, welche
nicht dem physiologischen Aktivierungsmechanismus
entspricht.

Pharmazeutische Praparation enthaltend einen Blutfaktor

und eine flr den Blufaktor spezifische Protease,
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18.

19.

20.

21.
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vorzugsweise eine von Pflanzen, Pilzen oder Prokaryonten

abgeleitete Protease.

Pharmazeutische Prédparaton nach Anspruch 17, dadurch
gekennzeichnet, dass der Blutfaktor ein Plasmaprotein,
vorzugsweise ein Vitamin K-abhangiges Protein,
insbesondere ein aktiviertes Vitamin K-abhdngiges Protein
ist.

Pharmazeutische Prdparation, enthaltend eine flr einen
Blutfaktor spezifische Protease, insbesondere eine
gereinigte Protease, dadurch gekennzeichnet, dass sie zur
topischen Anwendung formuliert ist und die Protease
vorzugsweise von Pflanzen,Pilzen oder Prokaryonten
abgeleitet ist.

Set zur medizinischen Anwendung, enthaltend

a) ein proteolytisches Enzym, insbesondere ein von
Pflanzen, Pilzen oder Prokaryonten abgeleitetes Enzym,
mit einer Spezifitdt flr eine Proform eines Proteins, und

b) die Proform eines Proteins.

Aktivierter Vitamin K-abhdngiger Blutfaktor, dadurch
gekennzeichnet, dass er gemass dem Verfahren der

Ansprliche 1 bis 16 gewonnen wurde.
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