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Spdsob izoldcie a purifikdcie zdvislych od vitaminu K proteinov

Oblast techniky

Vyndlez sa tyka spdsobu izoldcie a purifikdcie proteinov
zdvislych od vitaminu K.

DoterajsSi stav techniky

S odhliadnutim od prirodne sa vyskytujuicich proteinov
je dnes mozné pri prispeni metdd génovych technoldgii produkovat
cicavéie, a najmid potom ludské, proteiny rekombinantnymi
technikami. Pre tento G&el si hostitelské bunky transformované
alebo transfektované cudzou DNA a kultivované , ¢im je
v pripade hostitelskych eukaryotickych buniek rekombinantne
produkovany protein uvolfiovany v rozpustnej forme do média
buniek |R.G. Werener and W. Berthold. Drug Res. 38, 422-
-428 (1988)|. Napriek tomu, kedze hostitelské bunky tie?
uvolfiujd spolu s poZadovanymi rekombinantnymi rpoteinmi
dalSie neziadice proteiny, je nevyhnutné obohatit a/alebo
izolovat pozadované proteiny v jednom alebo viacerych krokoch..
V sdvislosti s tym si nutné metody, ktoré efektivne a selektivne
umoznuji izoldciu rekombinantych proteinov z bunkového

média.

Zvyéajne si na purifikdciu rekombinantnych proteinov
pouzivané fyzikdlne a chemické vlastnosti proteinov. Takymi
vlastnostami sd velkost proteinov, prirodzeny naboj povrchu,
ich hydrofilita a rozpustnost. Doplnkové purifika&né metody
sivisia s vdzbami, ktoré proteiny tvoria s éaléimi molekulami,
ako napriklad s protildtkami. Rovnaké pristupy sG aj pre
purifikdciu proteinov z prirodzenych zdrojov. Tiez tieto,
ako oddelenie rovnako sa vyskytujlcich proteinov od zvysSnych
sprevddzajlcich proteinov, si zaloZené na fyzikdlnych a

chemickych vlastnostiach proteinov.

Proteinyzvdsilé od vitaminu K boli doteraz purifikované
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podla takych metdd ako je proteinovd precipitdcia, idnovéa
vymennd chromatografia a gelovd filtrdcia |A.L. Bloom and

D.P. Thomas, Haemostasis and Thrombosis, Churchill Livingstone,
New York (1987)|. B. Dahlbdck |Biochem. J. 209. 837-846

(1983)| popisal purifikalni metodu pre protein S (PS).

Po bdrium citrdtovej precipitdcii je PS izolovany na DEAE-
-Sephacel. J. Malm et al |Eur. J. Biochem. 187, 737-743

(1990) | purifikoval rekombinantny PS (rPS) afinitnou chromatografiou

na monoklondlnu protildtku. Faktor IX (FaIX) bol izolovany
B. Osterudom a R. Flengstrudom |Biochem. J. 145, 496-474
(1975) | bdrium sufldtovou precipitdciou a idnovou vymennou
chromatografiou na celuloze. Monoklondlne protildtky boli
vyuzité H. Kinom et al |Sem. Hematol. 28 Suppl. 6 15-19
(1991)| pre purifikdciu FaIX.

US 5,055,557 popisuje metodu na purifikdciu a koncentrédciu
proteinov zdvislych od vitaminu K z plazmy rovnako ako
na purifkdciu a koncentrdciu rekombinantne produkovanych
proteinov pomocou imunoadsorbentu pouzitim monoklondlnej proti-
latky

Pri vySSie uvedenych metddach musimu venovat pozornost
faktu, Ze vlastnosti mnohych proteinov nie si vzdjomne
dostatoéne odlisné, ¢o robi ich frakciondciu (oddelenie)
velmi obtiaZnou. Preto je nevyhnutné, aby sa ,pouzivali
kombindcie metdd a koordinovali purifikadné kroky, aby
sme obdrZali optimdlne vyhodné rozdiely vo vlastnostiach

proteinov.

Mnoho proteinov prirodzene sa vyskytujlicich v ludskej
a zivoc¢isnej krvi mdéze viazat dvojvdzbové kationy. Takéto
proteiny si syntetizované bunkou v proceee zavislom od
vitaminu K, &im vznikajd miesta viaZlce katidny premenou
kyseliny glutdmovej (Glu) na kyselinu T-karboxyglutamovu
(Gla). Tieto miesta ;iaéﬁce katidény mdézZu potom byt vysytené
+

vdpenatymi idnmi (Ca“’ ). Okrem vipenatych idnov si tieto



miesta viaZGce katidny tieZ zvycajen schopné viazat dvojvdzbové
stroncium alebo barium |[B. Furie and B.C. Furie, Cell 53,
508-518 (1988)].

Mnoho tychto proteinov zdvislych od vitaminu K je
zlozkou krvenj plazmy a hrajd ddlezitd Glohu v homeostédze.
Skupiny kyseliny T-karboxyglutdmovej v tychto proteinoch
zdvislych od vitaminu K sd n&chadzané v Struktirne homologne]
N-koncovej oblasti Gla |A. Tulinsky, Thromb. Haemost. 66,
16-31 (1991)|. Medzi tieto proteiny viazice vdpenaté idny
s homoldégnou Gla oblastou patria okrem iného aj protein
S (PS), protein C, Faktor IX (FaIX), Faktor II, Faktor
VII, Faktor X a Protein 2.

AkYy je vyznam vdzby vdpenatych idnov tychto proteinov
nakoniec ukazuje zmena vlastnosti v porovnani s proteinmi
vdpnik neviazicimi. Tento rozdiel je vyuzity v EP 363 126
pre purifikdciu proteinov. EP 363 126 popisuje metdou izoldcie
proteinov zdvislych od vitaminu K, ktoré boli obdrzané
rekombinantne. Dvojvdzbové katidny si Uplne odstranené
pridanim chelaénych zloZiek do kultivacného média pred
aktudlnou izoldciou proteinu, a tym je protein schopny
utvorit vizbu s idnomenilovou Zivieou, ako je Mono Q.Dale]
je protein eluovany z anidnového menica pridanim NaCl a
Ca2+ idnov. Nedistoty (42 %) tvoria také proteiny, ktoré
s tieZ uvolnené z idnomenia pouzitou koncentraciou soli
(0,15 M). V dalSom purifikacénom kroku je obdrzany proteinovy
komplex adsorbovany na koldnu, v ktorej je viazand imobilizovana
EDTA, potom je premyty a eluovany. Proteiny v eludte si
viazané priamo na idnovymienaci -a eluované solnym gradientom.
Po pridani CaCl, do :eludtu je komplex protein~-katidén adsorbovany
na hydrofdbnu koldnu a ziadany protein’je eluovany pufrom
z EDTA.

Nevyhodou metdoy popisanej v EP 363 126 je, Ze meni
beznd konformdciu proteinov zdvislych od vitaminu K monohondsobnym

odstranovanim z koldén a pridanim vdpenatych idnov, ktoré
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spésobujli zmeny vlastnosti proteinu |Johanson et
al, J. Biol. 355-363 (1976)|; J. Stenflo, J. Biol. Chem.

251, metdédou podla vyndlezu, ktord nemd tieto nevyhody, kedze

neobsahuje krok na odsrdnenie dvojvidzbovych kovovych inov,
napriklad pomocou chelatdnov, pocas celého purifikaéného

procesu.

Vyhodou predkladaného vyndlezu je, Ze poOvodn& konformicia
a stabilita proteinu zdvislého od viatminu K si zachované

pocas purifikacie.

EP 354 354 popisuje spdsob obohatenia krv zrdzZajdicich
katorov II, VII, IX a X. VySSie uvedené protrombin-komplexné
faktory s izolované adsorpciou na matrix nesuci skupinu

-hydroxylamin, ¢im je najmd Faktor IX silne viazany. Najprv
si pomocou idnovej sily eluované Faktor II, VII a X. Pridanie

védpenatych idnov v tejto metdde nehréd Glohu.

EP 317 376 popisuje spdsob separdcie Faktora IX,
obsiahnutého vo frakcii ludskej plazmy. Kryoprecipitdt je
najprv chromatograficky predliteny, potom nasleduje separdcia
aniénovou vymennou chromatografiou a selektivne eluovanie
pufrom so vzrastajicou idnovou silou a nakoniec je vykonand
afinintd chromatografia na Heparin-Sepharose so selektivnou
ellciou. Tdto metdda tieZ neberie do dvahy zmenu proteinovych
vlastnosti:Faktora IX v pritomnosti alebo obsencii vdpenatych

ionov.

Podstata vyndlezu

Cielom predkladaného vyndlezu je vyuzitelny spdsob
separdcie proteinov zdvislych od vitaminu K a viazdcich véapenaté
iony od sprievodnych, od vitaminu K nezdvislych, proteinov
z roztoku bez poziadavky nevyhnutne odstrénit vdpenaté idny
a moznd denaturdciu proteinov s nimi spojend. Tdto metdda,
ktord sa mdze uskutodnovat s obohatenymi proteinovymi roztokomi
z prirodzenych zdrojov a rovnako dobre so supernatantmi bunkovych
kultlir rekombinantného proteinu, je jednoduchd a vedie k

rychlo ¢istym proteinom zdvislym od vitaminu K.



RieSenie vysSSie uvedeného ciela je dosiahnuté podla
vyndlezu pomocou metéd popisanych v ndrokoch 1-16. Vynalez
tiez zahrnuje rychlo Cisté proteiny zdvislé od vitaminu K

izolované pomocou tychto metod.

Napriklad supernatanty bunkovych kultdr aj médium
bunkovej kultiry ziskané rdznymi cestami, supernatanty z
tkanivovych kultdr alebo proteinové roztoky z prirodzenych
zdrojov, ktoré obsahuji proteiny zavislé od vitaminu K st
najprv chromatografované cez anidonovy vymienaé¢ metddou podla
vyndlezu. Specifické odstrénenie dvojvidzbovych katidnov z
proteinového roztokou pred chromatografiou nie je nutné optori
metdde popisanej v EP363 126. Dalej bolo prekvapivo zistené§,

e pridanie malého mnoZstva vdpenatych idonov v nizkej koncentrcdii
soli neviaZe na anidnovom vymienadi proteiny zdvislé od vitaminu
K, napriek tomu, Ze viazZe proteiny od vitaminu K nezdvislé.

V metode podla vyndlezu bol na separéciu proteinov zavislych

aj nezavislych od vitaminu K pouZity novy typ anidnového

vymienada s hyperdifiznymi vlastnostami, napriklad Q-Hyper

DR, Sepracor. Nasledovala anidnovd vymennd chromatografia

a potom afinitnd chromatografia dokial to vyzaduje dalSia

proteinovidpurifikécia.

Podla vyndlezu je roztok proteinu zavislého od vitaminu
K obohacovany pridatnymi proteinmi kokcentrujicim krokom
bez predchddzajeticeho odstrdnenia katidnov z proteinového
roztoku. Potom je roztok filtrovany na anidnovem vymienaci

a je volitelne chromatografovany cez afinitnG kolonu.

Podla vyhodného uskutoénenia je proteinovy koncentrat
obohateny v prepurifikadnom kroku (prvy krok) filtrovany
na anidénovom vymienadi (druhy krok) a potom je ihned naneseny
na afinitnd kolonu. Vyhodnd kombindcia sa vyznaduje tymito
bodmi :



na anidnovom vymienaci s hyperdifdznymi vlastnostami (Q-Hyper
DR, Sepracor). Tym bolo dokdz ané, Ze neSpecifické vazby
farbiva Fenolovej &ervenej boli redukované na minimum pouZitim
Q-Hyper b® ako anidnového vymienac¢a. Farbivo je tiez eluované
z aniénového vymienaca pri koncentrécii soli pod minimdlnou
koncentriaciou. V tomto pripade mézZu byt eluované proteiny
lepSie detekované polas chromatografie. Okrem toho sa zbavime
neziaddcich siperiacich reakcii medzi proteinmi a farbivom

na vymienadi idnov.

Nasledujldca chromatografia meniaca anidna (druhy
krok) je zaloZend na fakte, Ze anidnovd sila roztoku obsahujiceho
protein z&visly od vitaminu K je zniZovand pod hodnotu minimdlnej
koncentrdcie soli dialyzou alebo dildciou s pufrom bez soli
a pridanim malého mnoZstva vdpenatych idnov. Potom je proteinovy
roztok opiat dany na vymiena¢ idnov alebo je cez neho filtrovany.
Tak bolo prekvapivo zistené, Ze proteiny zdvislé od vitaminu
K nie sG viazané na anidnovy vymienal a sprievodné proteiny
nezdvislé od vitaminu K adsorbuji na substrdt. To je ddésledok
rozdielneho ndboja proteinov zapric¢ineny vdzbou vdpenatych
idénov. Tak obdrzime presne protein zdvisly od vitaminu K,
olisteny od kontaminujicich proteinov predchddzajiceho korku

(bez ndslednej potreby elicie soli).

V mnohych pripadoch proteinovej purifikdcie je kombindcia
prepurifika&ného kroku (prvy krok) s purifikdciou na anidnovom
vymiena¢i (druhy krok) dostato¢nd. Druhy purifikaény krok

je vd&Sinou Géelny, kedZe men$ia Cast separovanych proteinov

zdvislych od vitaminu K je znelistend sprievodnymi proteinmi.

V druhom kroku purifikdcie prebiehajlicom na anidnovom
vymienadi nie je viazany protein zdvisly od vitaminu K préve
vdaka volbe a vyberu koncentricie soli niZsSej neZ je minimdlna

koncentrécia soli a pridanim vépenatych idnov.
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Vyuzitim schopnosti viazat vdpnik proteinov zdvislych
od vitaminu K s Gla-oblastou boli tieto separované od sprievodnych
proteinov tak, Ze pri urditej idnovej sile s viazené na
anionovy menil len sprievodné proteiny, zatial ¢o proteiny
zdvislé od vitaminu K prejdd vymienalom idnov bez naviazania.
Preto, s odhliadnutim od proteinov zdvislych od vitaminu
K z prirodzenych zdrojov, je metoda podla vyndlezu velmi
vhodnd& pre purifikdciu rekombinantnych proteinov zdvislych
od vitaminu K s Gla-oblastou, ako si napriklad Protein C,
Faktor IX, Faktor II, Faktor VII, Protein S a Protein Z. :

Pre vy$Ssie uvedené kroky 1 a 2 je vyhodné pouzit
rovnaky anionovy vymienaé. Velmi dobré vysledky ziskame,

ak bude anidnovd vymennd chromatografia uskutocnend na kolone.

V nadvdzujlcej metode (treti krok), konkrétne pri
afinitnej chromatografii, prebieha vdzba proteinu zdvislého
od vitaminu K na afinitny matrix. V tomto kroku sa tieto
proteiny adsorbujd na afinitny matrix. V tomto pripade sa
spojenie prepurifika&ného korku do série s anidnovym vymienadom
ukdzalo ako velmi vhodné, pretoze je tak odstrédnené mnozstvo
znec¢istujlcich proteinov. To podporuje eliciu proteinu zdvislého
od vitaminu K z afinitného matrixu a umoznuje izoldciu poZadované-

ho proteinu s vysokou cCistotou.

Metdda podla vyndlezu mdze zadlenit krok inaktivéacie
virusov, ktory je ndroény na osobnu zrucnost, podla predchddzaji=
cich prac, ktoré obsahovali opracovanie v roztoku proteinu
zdvislého od vitaminu K fyzikdlne-chemickymi alebo chemickymi
metddami. Za tychto okolnosti je opracovanie v pritomnosti
antivirusovej substancie kombinované po uvidZeni s radi & ciou
alebo s teplotnym krokom. Podla predlozeného vyndlezu prebieha
inaktivdcia virusov pred separdciou proteinov zdvislych od

vitaminu K od sprevodnych od vitaminu K nezdvislych proteinov.
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Metdda podla vyndlezu sa skladd z kombindcii purifikaénych
krokov 1, 2 a 3, ktoré-- mdzZu byt uskutolnované v rdznom
poradi. Napriek tomu krok metddy podla ndroku 1 je vZdy nevyhnutne

nutny.

Nasledujice obrdzky 1 -12 ukazujd purifikacné kroky

alebo vysledky:

Obr.1l Purifikdcia rekombinantného Proteinu S zo supernatantu
bukovej kultdry chromatografiou na Q-Hyper (pred-krok = prvy

krok);

Obr. 2 Purifikdcia rekombinantného Proteinu S chromatografiou

na Q-Hyper D s pridanim vdpenatych idnov (= druhy krok):

Obr. 3 SDS-PAGE gélovou elektroforézou purifikovany rekombinantny
Protein S (A: supernatant bunkovej kultidry; B: purifikovany
rPS);

Obr. 4 Purifikdcia rFalIX chromatografiou na Q-Hyper D (prvy
krok);

Obr. 5 Purifikdcia rFaIX chromatografiou na Q-Hyper D s
pridanimvdpenatych ionov (druhy krok);

Obr. 6 SDS~PAGE gélova elektroforéza rFalIX (A: supernatant
bunkovej kultdry; B: purifikovany rFalX);

Obr. 7 Purifik&cia rFalX chromatografiou na Heparin-Sefardze

(treti krok);

Obr. 8 Purifikdcia rFalX pdrovou chromatografiou na Q-Hyper

D a Heparin-Sefardze (druhy krok a treti krok);

Obr. 9 SDS-PAGE gélova elektroforéza rFalX, ako bol ziskany
v obr. 8;
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Obr. 10 Purifikdcia rFall zo supernatantu bunkovej kultiry
chromatografiou na FraktogelR EMD TMAE 650 (prvy krok);

Obr. 11 Purifik&cia rFalIl chromatografiou na fraktogelR EMD
TMAE 650 (druhy krok);

Obr. 12 Analyza rFall SDS-PAGE gélovou elektroforézou (A:
supernatant bukovej kultdry, B: purifikovany rFall).

Nasledujlice priklady ukazujai purifikdciu podla vyndlezu
Proteinu S, Faktora IX a Faktora II.

Priklady realizdcie vyndlezu

Priklad 1
a) Purifikdcia rPS anidénovou vymennou chromatografiou.

V nasledujicom priklade bol pouzity kvartérny amino-
typ anidnového vymienada s hyperdifiznymi vlastnostami (Q-

-Hyper D, Sepracor).

Material:

Kolona: Q-Hyper D, Sepracor; 2 cm x 4 cm.

Pufor A: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0;

Pufor B: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0, 0,18 M NacCl;
Pufor C: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0, 0,4 M NaCl;
Pufor D: 20 mM Bis~-Tris/HCl, pH 7,0, 1 mM NacCl.

Rekombinantny protein (rPS) bol izolovany beZnymi
laboratdrnami metddami po infekcii Vero buniek (bunky oblidiek
opic) virusom Vaccinia pomoco u technoldgie bu nkovej kultidry.
Expresny systém Vero/Vaccinia a p odmienky bunkovej kultivécie
si presne popisané v diele F.G: Falkner et al. Thrombosis
and Haemostasis, 68, 119-124 (1992) a N. Barrett et al, AIDS
Res., 5, 1598-171 (1989); F. Dorner et al, AIDS Research
and Clinical Trials, Marcel Dekker, Inc., New York 11990).
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Expresia rPS prebieha v komeréne dostupnom, syntetickom DMEM
médiu. Po bunkovej kultivdcii bol supernatant kultdry izolovany
centrifug 4 ciou a stabilizovany syntetickym protedzovym inhibito-
rom PefablocR SC, Pentapharm, do koncentrédcie 0,1 mMol/1l.

Kolona bola regenerovand podla ndvodu vyrobcu a ekvilib-
rovand pufrom A. Potom bolo nanesenych 485 ml supernatantu
bunkovej kultiry obsahujicej rekombinantny protein S na kolodnu
s prietokxom s hodnotou 10 ml/min. Materidl nenaviazany na
kolonu bol odstridneny pufrom A s rovnakou rychlostou premyvania.
Potom bola koldna najprv eluovand pufrom B a potom pufrom
C. Potom bola uskutoénend ellcia pufrom D. Adsorpcia proteinov
bola sledovand pocas chromatografie normdlnym spdsobom pri
280 nm. Po uskutoéneni chromatografie bola stanovend koncentrd-
cia proteinov podla metddy Brodforda )M. Bradford, Anal.
Biochem. 72, 248-254 (1976). Obsah proteinu S bol urceny
kom e rénym ELISA systémom (Asserachrome Protein S, Boehringer
Mannheim) podla precipitac¢ného testu (Protin S clotting test,
boehringer Mannheim).

Bolo zistené, Ze takmer vsSetok rPS bol naviazany
na matrix. rPS bol eluovany z anionového menida, 0,4 M NaCl

(pufor C).

Pouzitim vy$Sie uvedeného anidnového vymienaca bola
Bromfenolovd Cervend, beZne obsiahnutd v médiu bunkovej kultiry,
tiez eluovand z koldny pri koncentrcdii soli s hodnotou 0,18
M, ktord podstatne podporuje ndslednd izldciu rPS pri 0,4
M NaCl. Toto usporiadanie je vyhodné v porovnani s pouzitim

inych aniodnovych vymienacov.

Hlavné a podstatné vysledky purifikdcie rPS na aniodnovom
vymienadi (prvy krok) sd sumarizované v obr. 1 a tabulke
1l . Purifikdciou popisanou v priklade 1 bolo mnozZstvo 3%

rPS antigénu k celkovému mnoistvu proteinmédia bunkovej kultiry
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zvySené na 8 % rPS antigénu k proteinom vo frakcii 0,4 M

NaCl. Specifickd aktivita vzrdstla 25x.

Tabulka 1
Vzroka Obeijm Protein  Antigénna Specifickd
aktivita aktivita

proteinu S

(ml) (mg/ml) (mU/ml) (mU/ml) (U/mg)
Bunkovy 485 0,108 137 11 0,1
supernatant
Neviazand 560 0,05 4 0o 0
frakcia
0,18 M 60 0,014 4 0 0
NaCl
0,4 M 14 0,537 1700 1358 2,5
NaCl
1M 20 0,54 4 0 0
NaCl
b) Purifikdcia rPS adsorpciou sprnerodnych proteinov

pomocouanidnovej vymennej chromatografie pridanim vapenatych

iénov(druhy krok).

Bol pouzity rovnaky typ anidnového vymienaca, aky
bol popisany v 1 a).

Materidly:

Koldna: Q-Hyper D, Sepracor; 1 cm x 4 cm.

Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500.

Pufor A: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0.

Pufor B: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0 0,15 M NaCl, 10 mM CaClz.
Pufor C: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,0, 1 M NacCl.
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Kolona bola regenerovand podla instrukcii vyrobcu
a ekvilibrovand pufrom B. Rekombinantny protein S, ktbry
bolizolovany zo supernatantu bunkovej kultdiry ako v priklade
1, bol nariadeny dvakrat pufrom A tak, aby koncentrdcia NaCl
lezala pod hodnotou 0,18 M. Bol pridany CaCl2 s koncentréaciou
10 mM. Po premie$ani bol protein naneseny na koldnu a nenavia-
zany protein bol odmyty z koldny pufra B. Viazany protein
bol eluovany pufrom C. Priebeh chromatografie a zistovanie

koncentricie proteinov bol rovnaky ako v priklade 1.

vysledky ukazujd, Ze rPS preSiel koldnou bez zdbran,
zatial ¢o vidcSina dalSich proteinov zostala v koldne. Tieto
znec¢istujice proteiny boli eluované 1 M NaCl. Z&sadné vysledky

tohto pokusu s sumarizované v obr. 2, obr. 3 a tabulke 2.

Purifikdciou popisanou vysSSie prikladom 1 b) bol
antigénny obsah rPS zvySeny 12x v pomere k ostatnym proteinom.
Specifickd aktivita sa zvySila 1l4x. Denaturacnd elektrofore-
tickd analyza |U.K.Laemmli, Nature 227, 680-685 (1970)| ukazuje
(obr. 3), Ze purifikdciou podla prikladu 1 b) bol izolovany
rPS vo viac nez 95% cistote.

Tabulka 2
Vzorka Objem Protein Antigénna Specificka
aktivita aktivita

proteinu S

(ml) (mg/ml) (mU/ml) (mU/ml) (U/mg)
prevza-
td z pr.l 34 0,215 680 543 2,5
Nenavia-
zand frakcia 34 0,014 600 520 37

1,0 M NaCL 10 0,332 83 0 0
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Priklad 2
a) Purifikdcia rFalIX anidnovou vymennou chromatografiou

V nasledujicom priklade bol pouzity kvartérny amino-
-typ anidnového vymienada s hyperdifiznymi vlastnostami (Q-

-Hyper D, sepracor).

Materidly:

Koldéna: Q-Hyper D, Sepracor: 2 cm X 4 cm.
Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500.

Pufor A: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 5,5.

Pufor B: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 5,5, 0,18 M NaCl.
Pufof C: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 5,5, 0,3 M NacCl.
Pufor D: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 5,5,1,0 M NaCl.

Rekombinantny Faktor IX (rFaIX) bol ziskany podobnym
pristupom ako rPS (Priklad 1 a)).

Koldéna bola regenerovand podla inStrukcii vyrobcu
a ekvilibrovand pufrom A. Ndsledne bolo 1997 ml supernatantu
bunkovej kultlry obsahujiceho rekombinantny Faktor IX nanesenych
rychlostou 10 ml/min na koldnu. Nenaviazany materidl bol
odstraneny z koldny rovnako rychlym premyvanim pufrom A.
potom bola koldna premytd najprv pufrom B, potom pufrom C

a nakoniec pufrom D.

Adsorpcia proteinu bola sledovand po¢as chromatografie
normdlnym spdsobom pri 280 nm. Po skoneni chromatografie
bolakoncentrdcia proteinu zistovand podla Bradforda (M. Bradford,
Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976). Obsah faktora IX bol urcovany
podla komerc¢ného precipitacného testu (Factor IX clotting,

Immuno) .

Vysledky ukazuji, Ze takmer vSetok rFaIX bol viazany
na anidnovy vymienaé&.rFaX bol eulovany z anidnového vymienada

0,3 M NaCl. Obdobné vysledky boli tieZ obdrZané pri pouZiti
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inych kvartérnych amino-anidnovych vymienacov. Dalej pouZitim
Q-Hyper D bola brdmfenolovd Cervend, beZne obsiahnutd v médiu
bunkovej kultiry, tieZ eluovand z koldny pri koncentricii
soli pod hodnotu 0;3 M, ktord podstatne podporuje nasledujicu
izoléciu rFalIX pri koncentrécii NaCl s hodnotou 0,3 M. Iné

anidnové vymienace tieto vyhodné vlastnosti nemajd.

Zdsadné vysledky purifikdcie rFaIX na anidnovom vymiena-
¢i s sumarizované v Obr. 4 a Tabulke 3. Purifikdciou popisanou
v priklade 2 a) bol rFalX obchateny 20x, Specifickd aktivita
bola zvysenda 1l2x.

Tabulka 2

Vzorka Objem Protein  Aktivita Specificka
faktora IX aktivita

(ml) (mg/ml) (mU/ml) (U/ml)

Bunkovy 1997 0,178 100 0,56
supernatant
Nenaviazana
frakcia 2100 0,091 0 0

- 0,18 M 94 0,382 162 0,41
NaCl
0,3 M 94 0,300 2099 6,86
NaCl
1 M NaCl 93 0,09 32 0,35
b) Purifikdcia rFalX adsorpciou sprievodnych proteinov

pomocouanidnovej vymennej chromatografie s pridanim vdpenatych

idénov.

Typ pouzitého anidnového vymienadga bol Q-Hyper ;
ktory bol pouzity tiez v prikade 2 a).

Materidly:
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Koldna: Q-Hyper D, Sepracor; 2 cm x 4 cm.

Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500.

pufor A: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,4.

Pufor B: 20 mM Bis-Tris/HCl, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 10 mM Caclz.
pPufor C: 20 mm Bis-Tris/HCl, ph 7,4, 1,0 M NacCl.

Koldéna bola regenerovand podla inStrukcii vyrobcu

a ekvilibrovand pufrom A. 85 ml rekombinantného faktora IX,
ako bol ziskany v priklade 2 a ) bolo nariedenych 2x pufrom
A tak, Ze koncentrdcia NaCl bola zniZend na 0,15 M. CaCl2
bol pridany do koncentrdcie 10 mM. Potom bola proteinova

zmes nandSand a nenaviazany protein bol vymyty z koldny pufrom

B. Proteiny naviazané na koldnu boli eluované pufrom C. Priebeh
chromatografie bol v silade s popisom prikladu 2 a). Boli

stanovené koncentrdcie proteinov a enzymovd aktivita.

vysledky ukazujl, Ze rFfalX preSiel kolonou bez zé&bran,
no prevazina vdcéSina znelistujlcich proteinov zostala na

koldone. Tieto znedistuijlce proteiny boli eluované 1 M NacCl.

Zdsadné vysledky sd zhrnuté v Obr. 5, Obr. 6 a Tabulke
4. Purifikdciou popisanou v priklade 2 b) bola zvySend Specifickd
aktivita rFaIX 4x.DanaturacCnd elelktroforetickd analyza podla
Leammliho ukdzala (obr. 6), Ze purifikdciou popisanou v prikla-

de 2b) bol izolovany rFaIX v cCistote vdl&Sej neZ 80%.

Tabulka 4
Vzorka Objem Protein  Aktivita Specifické
faktora IX aktivita
(ml) (mg/ml) (mU/ml) (U/ml)
prevzatd z pr. 2a 170 0,153 1040 6,7
Nenaviaz. frakcia 200 0,04 1076 27,5

l M NaCl 20 0,45 0 0
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c) Purifikdcia rFaIX afinitnou chromatografiou

v nasledujicom priklade bol rFalX ziskany rovnakou
cestou ako v priklade 2 a ) purifikovany afinitnou chromatogra-

fiou. Ako afinitny matrix bola pouzitd Heparin-Sepharosa.

Materidl:

Kolona: HiTrapR Heparin, Pharmacia; 5 ml.

Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500.

Pufor A: 50 mM Tris, 20 mM sodium citrat , pH 7,4.

Pufor B: 50 miM Tris, 20 mM sodium citrdt, pH 7,4, 0,15 M
NacCl.

Pufor C: 50 mM Tris, 20 mM sodium citrét, ©pH 7,4, 0,3 M
NaCl.

Pufor D: 80 mM Tris, 20 mM sodium Citrdt, pH 7,4, 1 M NacCl.

Koldona bola regenerovand podla inStrukcii vyrobcu
a ekvilibrovand pufrom A. 78 ml rFaIX ziskaného v priklade
2 a) bolo nanesenych na koldnu a nenaviazany protein bol
vymyty z koldny pufrom A. Dalej bola koldna eluovand pufrom
B, potom pufrom C a nakoniec pufrom D. Priebeh chromatografie
sa drZal rovnakého popisu ako v priklade 2 a ); boli stanovené

koncentracie proteinov a enzymovd aktivita.

vysledky ukazuji, Ze rFalX bol dplne naviazany na
koldnu, a najprv z nej eluovany 0,3 M NaCl. Jednako len boli
v tejto metdde silasne eluované rFalX dalSie proteiny, takze
neddjde k oddeleniu od rFaIX. Specifickd aktivita rFalX bola
metddou v priklade 2 c) zvySend len 4,5x.

Zasadné vysledky sG zhrnuté v Obr. 7 a Tabulke 5.
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Tabulka 5

Vzorka Objem Protein  Aktivita S&pecifické&

faktora IX aktivita

(ml) (mg/ml) (mU/m1) (U/mqg)

prevzatd z pr. 2a 78 0,121 788 6.5
Nenaviazand frak. 90 0,038 0 0
0,15 M NaCl 10 0,10 0 0
0,3 M NaCl 22 0,053 1572 29,6

Priklad 3

Purifikdcia rFalX priaym pdrovanim anidnovej vymennej chromatogra-

fie a afinitnej chromatografie.

V nasledujicom priklade bol rFalX, ziskany v priklade
2 a ) purifikovany takym spdsobom, Ze bol najprv aplikovany
na anidnovy vymienad a potom na afinitnd chromatograficki
kolénu. Q-Hyper D slGZil ako anidnovy vymienad: t.j. anidnovy
vymiena¢ s hyperdifdznymi vlastnostami. Ako afinitny matrix
bola pouzitd Heparin-Sepharosa )HiTrapR Heparin, Pharmacia).
Q-Hyper D koldna bola pripojend v priamej sérii pred Heparin-
-Sepharosovikoldnu. Medzi koldny bola namontovand len ohybnéa

spojovacia rirka (zmenSend na minimum), pokial moZno s ventilom.

Materidl:

Koldna 1l: Q-Hyper DR, Sepracor; 2 ¢, X 4 cm.

Koldéna 2: HiTrapR Heparin, Pharmacia; 5 ml.

Pristroj: Pharmacia FPLC LCC—500.

Pufor A: 20 mM Tris/HCl, pH 7,4.

Pufor B: 20 mM Tris/HC1l, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM CaClz.
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Pufor C: 20 mM Tris/HC1l, pH 7,4, 1,0 M NacCl.

Pufor D: 50 mM Tris, 20 mM sodium citrdt, pH 7,4, 0,15 M
NaCl.

"pufor E: 50 mM tris, 20 mM sodium citrdt, pH 7,4, 0,3 M NaCl.
pufor R: 50 mM Tris, 20 mM sodium citrat, pH 7,4, 1M NaCl.

odtok koldény s anidnovym vymienadom bol priamo spojeny
s vtokom afinitnej chromatografickej koldny ohybnou spojovaciou
rirkou tak, e prid kvapaliny najprv prechddza koldénou 1

a potom priamo koldnou 2.

Kolony boli regenerované podla inStrukcii vyrobcu
a ekviliborvané pufrom B. 70 ml rFalX, ktory bol izolovany
zo supernatantu bunkovej kultdry, ako je popisané v priklade
2 a ) bolo nariedenych 2x pufrom A tak, Ze koncentrcdia NaCl
bola zniZend na o,15 M. CaCl2 bol pridany do koncovej koncentra-=
cie 10 mM. Potom bola proteinovd zmes prevedend cez koldnu 1
(0-Hyper D) rychlostou 2,5 ml/min a priamo prevedend na kolonu
2 (Heparin-Sepharosa). Nenaviazany protein bol vymyty z koldn
pufrom B. Potom bola koldna 1 oddelend od afinitnej koldny
a prid kvapaliny bol priamo nand$any na koldnu 2. Analogicky
ako v metdde popisanej v priklade 2 c) bol naviazany protein
odstraneny z heparinovej koldny premytim pufrom D. Nasledovala
elicia heparinovej kolony pufrom E.- Nakoniec bola uskutolnend
elicia pufrom F. Podobné vysledky boli ziskané, ak po naneseni
vzorky Q-Hyper D koldna nebola odstranend do heparinovej
kolény, ale namiesto toho bol prdd kvapaliny pre eliciu heparinovej

koldény vedeny priamo na heparinovi koldnu spojovacim ventilom.

Proteiny viazané na koldne 1 (Q-Hyper DR) boli eluované

pufrom C.

Priebeh chromatografie bol rovnaky ako v priklade

2 a ); boli urdéené koncentrdcie proteinov a enzymova aktivita.
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vysledky ukazuji, Ze po naneseni vzorky na zaradenud
kolonu Q-Hyper DR rFalX prejde bez zdbran a je kompletne
adsorbovany na heparinovd koldnu umiestend potom. rFaIX bol

eluovany neskdér 0,3 M NaCl.

zdsadné vysledky sd zhrnuté v Obr. 8 a Obr. 9 a Tabulke

Purifikdciou popisanou v priklade 3 bol rFaIX obohateny
8,4x; Specifickd aktivita bola zvySend 8,8x. Denaturacnd
elelktroforetickd analyza podla Laemmliho ukazuje (Obr. 9),

e rFaIX je metodou popisanou v priklade 3 izolovany vo viac

nez 95% cistote.

V priklade 3 bola purifikdcia rFaIX uskutoénovand
priamou kombindciou metdd z prikladu 2 a), b) a c), ktoré
vyuzivali rovnaky zaciatoény materidl. Jednako len v porovnani
s purifikdciou v priklade 2 c¢) bolo dosiahnuté kombindciou
anidénovej vymennej chromatografie a afinitnej chromatografie
vy$§ie obohatenie a vy$Sia Specifickd aktivita. Vdaka kombin&-
cii obidvoch chromatografickych metod sG znecistujice proteiny,
ktoré nepriaznivo ovplyvnuji separacény proces na afinitnom
substrdte samozrejme separované dopredu, ¢im sa dosiahne

vy§Sia Specifita a selektivita afinitného substratu.
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Tabulka 6
Vzorka Objem Protein Aktivita Specifickd
faktora IX aktivita
(ml) (mg/ml) (mU/ml) (U/mg)
prevzatd z prik.
2a 148 06,0186 123 6,3
Nenaviazand frak. 160 0,01 0 0
0,15 M NaCl 32 0,01 0 0
0,3 M NaCl 10 0,019 1041 54,8
1 M NaCl 30 0,015 0 0
Priklad 4
a) Purifikdcia rFalX anidnovou vymennou chromatografiou.

V nasledujlicom priklade bol pouzity kvartérny amno-
-typ anidnového vymienada s tykadlovou Struktirou )Fraktogel
EMD TMAE 650 M, Nerck).

Materidl:

Koldna: Fraktogel EMD TMAE 650 M, Merck, 1,6 cm x 5 xm.
Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500 systém.

Pufor A: 50 mM Tris/HCl, pH 7.,4.

Pufor B: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 200 mM NacCl.

Pufor C: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 300 mM NaCl.

Pufor D: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1 M NaCl.

Izoldcia rekombinantného Faktora II bola zalozena
na beznych laboratdérnych metddach technoldgie bunkovych kultir
|Falkner et al. Thrombosis and Haemostasis, 68, 119-124 (1992)].
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Expresia rFall prebiehala v komercne dostupnom syntetickom
médiu DMEM. Bezbunkovy supernatant bunkowj kultdry bol ziskany

centrifugéciou.

Koldna bola regenerovand podla in$trukcii vyrobcu
a ekvilibrovand pufrom A. Potom bolo 200 ml bunkového superna-
tantu obsahujlceho rekombinantny Faktor II nanesenych na
kolonu rychlostou 4 ml/min. Materidl nenavi a zany na koldnu
bol odmyty pufrom A rovnakou rychlostou. Nasledovalo premytie
pufrom B a potom pufrom C. Nakoniec bola uskutocCnend elicia
pufrom D. Adsorpcia proteinov bola pocas chromatografie sledovand
bezZnym spdsobom pri 280 nm. Po chromatografii boaa urcena
kokncentrdcia proteinu podla Bradfordovej metddy. Osah Faktora
II bol stanoveny pomocou precipitacného testu (Thrombinzeit,

Immuno AG).

Bolo zistené, Ze takmer vSetok rFalIl bol naviazany
na anidnovy vymienoadovy gel. rFall bol z anidnového vymienada
eluovany 0,3 M NaCl. Dalej, oproti inym amino-typom anidnového
vymienaca, ako sud MacroPrepR (Bio-Rad) alebo Q-Sepharose
Fast Flow (Pharmacia), bola bromfenclovd Cervend, beZne obsiahnuté
v supernatante bunkovej kultury, vzdy eluovand z koldny koncen-
trdciou soli 0,2 M NaCl, ktord podstatne podporovala néslednd
izoldciu rFaIIl 0,3 M NaCl.

74sadné vysledky purifikicie rFall na anidnovom vymienaci
si zrhnuté v Obr. 10 a Tabulke 7. Purifikéciou popisanou

v priklade 4 bola Specifickd& aktivita rFaIIl zvysSend 3,5x.
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Tabulka 7
Vzorka cbjem Protein Aktivita S&pecifické
Faktora II aktivita
(ml) (mg/ml) (mU/ml) (U/mg)
bunkové médium 200 0,45 50 0,1
Nenaviaznd frak. 200 0,177 2 0,01
0,2 M NaCl 40 0,4 6 0,015
0,3 M NaCl 45 0,36 150 0,42
0,5 M NaCl 32 0,25 0 0
b) Purifikdcia rFall adsorpciou sprievodnych proteinov

anidénovou vymennou chromatografiou s pridanim védpenatych

idnov.

PouZitym anidnovym vymienalom bol Fraktogel EMD TMAE
650 M (Merck).

Materidl:

Koldéna: Fraktogel EMD TMAE 650 M, 1,6 cm x 5 cm.

Pristroj: Pharmacia FPLC LCC-500.

Pufor A: 50 mM Tris/HCl, pH 7.,4.

pPufor B: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM CaClz.
Pufor C: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1,0 mM NaCl.

Kolona bola regenerovand podla instrukcii vyrobcu
a ekvilibrovand pufrom B. Rekombinantny Faktor II izolovany
zo supernatantu bunkovej kultidry tak, ako bolo popisané v
priklade 4 a) bol nariedeny 2x pufrom A tak, Ze koneCnd kon-
centrdcia NaCl bola menSia nez 0,2 M. CaCl2 bol pridany do
kone¢nnj koncentrdcie 10 ml4. Potom bola proteinovd zmes nanesend
na koldénu a nenaviazny protein bol z koldny vymyty pufrom

B. Viazany protein bol eluovany pufrom C.



Priebeh chromatografie bol zhodny s predchddzajlcim
prikladom a dalej bola stanovend koncentrdcia proteinov.
vysledky ukazuiji, Ze rFall preSiel koldnou bez prekdziky,
zatial &o prevazna vdc$ina znecistujlcich proteinov zostala

na koldone. Tieto proteiny boli eluované 1 M NaCl.

zdsadné vysledky sO zhrnuté v Obr. 11, Obr. 12 a
Tabulke 8. Vdaka purifikdcii popisanej v priklade 4 a) a

b) vzrastla Specifickd aktivita rFall 11x.

Denatu r aénd elelktroforeticka analyza podla laemliho
ukazuje (Obr. ¢), Ze purifikdciou popisanou v prikladoch

4 a) a b) bol izolovany rFalIl s viac neZ 95% Cistotou.

Tabulka 8
Vzorka Objem Protein  Aktivita Specifickéd
Faktora II aktivita
(ml) (mg/ml) (mU/ml) (U/mg)
prevzatd z pr. 4a 80 0,18 75 0,41
Nenaviazand frak. 80 0,015 75 4,6

1,0 M NaCl 15 0,62 0 0
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PATENTOVE HWARORKSY

1. Spdsob separdcie proteinu zavislého od vitaminu K

od sprievodnych, od vitaminu K nezdvislych proteinov= roztoku
obsahujiceho proteiny, vy znacujici s a t ¢y m,

e si do tohto roztoku pridané vdpenaté idny a roztok obsahujici
vépnik je naneseny na anidnovy vymienal za podmienok, z ktorych
si adsorbované sprievodné proteiny, ale nie proteiny zavislé

od vitaminu K.

2. Spdsob podla ndroku 1, vy zna cu jici s a
t ¥ m, Ze roztok obsahujici proteiny z&vislé od vitaminu
K je'dodatoéne naneseny na anidnovy vymienal za podmienok,
v ktorych je protein zavisly od vitaminu K adsorbovany na
vymiefha&, premyty, eluovany a volitelne je idnovd sila eludtu

zniZovana.

3. Spdsob podla ndroku 1, vy zna c¢u jiaci s a
t ¥y m, Ze neadsorbovany protein zdvisly od vitaminu K je

adsorbovany na afinitny substrdt a selektivne eluovany.

4. Spdsob podla ndroku 1, vy zna c¢u jadci s a
t vy m, Ze je vykondvany metodickymi krokmi podla ndroku 2
a/alebo 3 v rdéznom poradi alebo kombindcii.-

5. Spdsob podla ndroku 1 a 2, vy znadcujici
s a tym Ze separaény krok je uskutolnovany s rovnakym

anidénovym vymienacdom, vyhoédne s podpornou chromatografiou.

6. Spésob podla ndrokov 1, 2, 3, 4 a5, vyznac¢au-
34 ci sa tym, Ze anidnovy vymiena¢ md hyperdifizne

vlastnosti.

7. Spdsob podla ndroku 6, vy znacujiaci s a

t ¥y m, %e ako substrdt anidnového vymienaca je pouzity Q-
R

Hyper D .
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8. Spdsob podla narokov 1, 2, 3, 4 a 5, vy znadu -
J

Gci sa tym Ze anidnovy vymienaé ma tykadlovi Struktdru.

g. Sposob podla ndroku 3, vy znac¢ujdci s a
t ¥ m, ze afinitny substrdt je vyberany zoskupiny heparin
viazlcich substrdtovych materidlov, Heparin-Sepharosa a heparin-

-agarodza.

10. Spdsob podla ndroku 9, vy zna c¢ujidci s a
t ¥y m, Ze idnovd sila proteinového roztoku po ellcii je zniZen&
na 0,15 az 0,2 M.

11. Spbsob podla ndroku 1, vy znac¢ujidci s a
t ¥y m, zZe je pridany CaCl2 do minimdlnej koncentricie 1,0
mi.

12. Spdsob podla ndrokov 1, 2 a 3, vy znacdcu3ju -
ci s a tym, ze proteinovy roztok méd hodnotu pH v rozmedzi
od 4 do 9.

13. Spbésob podla naroku 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

11 al2, vyznacujidci sa tym Ze protein zdvisly
od vitaminu K je vyberany z FII, FVII, FIX, FX, Proteinu

S, Proteinu C a Proteinu Z.

14. Spdsob podla ndroku 13, vy zna c¢ujici s a
t ¥y m, ze proteiny si produkované pomocou metod génovej technoldgie
a sU izolované zo supernatantu kultir transformovancyh alebo

transektovanych buniek.

15. Spésob izoldcie proteinu zdvislého od vitaminu K
podla néroku i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ¢, 10, 11, 12, 13 a
14.

16. Spbésob izolacie sprievodného, od vitaminu K nezdvislého
proteinu podla nérokov 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 a 14.
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17. Vysoko purifikovany protein zévisly od vitaminu X,
vyznadujidci sa tym Ze je produkovany podla
metdd podla nérokov 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, S, 10, 11, 12,

13 a 14 a predkladany aspon v 95% listote.
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OBR.©
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ANBLYZA rFa IX SDS

(A: SUPERNATANT BUNKOVEJ KULTORY; B: PURIFKOVANY rFa IX).
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PURIFIKACIA rFa IX CHROMATOGRAFIOU NA HEPERIN-SEPHAROSE
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PURIFIKACIA rFa IX PAROVOU CHROMATOGRAFIOU NA Q-HYPER
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OBR.9

ANALYZA PURIFIKOVANEHO rFa IX SDS-POLYAKRYLAMIDOVOU
"GELOVOU ELEKTROFOREZOU
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PURIFIKACIA rFa II 2 MEDIA BUNKOVEJ KULTORY CHROMATOGRAFIOU NA
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OBR.12

ANALYZA PURIFIKOVANEHO rFa II SDS-POLYAKRYLAMIDOVOU
GELOVOU ELEKTROFOREZOU

(A: SUPERNATANT BUNKOVEJ KULTURY; B: PURIFIKOVANY rFa I1).
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