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{54) Nazev vynhlezu : Zptisob isolace lidského hypofysdrniho prolaktinu

(57) Anotace

Regéeni se tyka zpusobu isolace vysoce puri-
fikovaného lidského hypofysadrniho prolakti-
nu o vysoké specifické aktivité gelovou
filtraci a chromatografii na iontoméni&ich.
pPodstata regeni spoéiva v tom, Ze hypofy-
sarni extrakt ¢isti gelovou filtraéni chro- : )
matografii na polymerisovaném dextranu
s frakcionaénim rozmezim 4 000 ~- 150 000
daltoni, po niZ nasleduje anexova chroma-
tografie na celulose se substituovanymi di-
ethylaminoethylovymi jontovymi skupinami za
pouziti eluce s konvexnim gradientem kon-
centrace NaCl, katexova chromatografie na
zesitované agarose se substituovanymi kar-
boxymethylovymi iontovymi skupinami za pou-
3iti eluce s linearnim gradientem koncen-
trace NaCl a koneéné gelova filtrace na po-
lymerisovaném dextranu s frakcionaénim roz-
mezim 4 000 ai 150 000 daltonu a velikosti
Gastic 10 aZ 40 um.
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Vynadlez se tyka zplUsobu isolace vysoce purifikovaného
lidského hypofysarniho prolaktinu (hPRL) z hypofys o specifické
aktivité vyssSi neZ u dosud znadmych metod isolace.

Dosud se hPRL isoloval z extraktl lidskych hypofys bud kom-
binaci gelove filtrace na polymerisovaném dextranu s frakcionad-
nim rozmezim 4 000 aZ 150 000 daltoni a ionexovych chromatografii
postupné na celulose se substituovanymi diethylaminoethylovymi
‘a potom karboxymethylovymi iontovymi skupinami za pouzZiti stupno-
vité eluce s diskontinudlné stoupajicimi koncentracemi chloridu
sodného (P. Hwang et al.. J. Clin. Endocrinol. Metab. 36: 1 110
az 1 118, 1973), nebo postupnym1 chromatografiemi, jeZ zahrnovaly
'gelovou filtraci na zesitované agarose, chromatografii s hydro-
fobni interakci na agarose se substituovanymi fenylovymi skupina-
mi, gelovou filtraci na polymerisovaném dextranu s frakcionaénim
rozmezim 4 000-150 000 daltont a ionexovou chromatografii na aga-
rose se substituovanymi diethylaminoethylovymi skupinami (P. Roos
et al.. Biochim. Biophys. Acta 588: 368 aZ 379, 1979), nebo kom-
binaci chromatografie s hydrofobni interakci na zesitované agaro-
se se substituovanymi fenylovymi skupinami s ndslednou anexovou
chromatografii na celulose se substituovanymi diethylaminoethylo-
vymi iontovymi skupinami 2za pritomnosti acetonitrilu (S. C.
Hodgkinson a P. J. Lowry: Biochem. J. 199: 619 az 627, 1981).
Preparaty, ziskané témito technikami, jsou komeréné dostupné
a jejich specifickd aktivita v systému radioimunoanalysy (RIA) se
pohybuje p¥i vztaZeni na mezindrodni standard Svétové zdravotnic-
ké organizace (WHO) IRP No. 75/504 na uUrovni p¥ibliZné 30 mezina-
rodnich jednotek na 1 mg isolované substance hPRL.

Ukolem vyndlezu bylo optimalisovat sled jednotlivych typa
chromatografii a optimalisovat eluéni podminky pri téchto chroma-
tografiich tak, aby byl ziskdn hPRL s nejvy$si moZnou specifickou
aktivitou, tj. specifickou aktivitou vySSi neZ u dosud zndmych
metod isolace. Vysoka specifickd aktivita hPRL, jeZ je podminéna
zejména odstranénim jinych kontaminujicich proteini a &istotou
kone¢ného prepardtu hPRL, je totiZ nezbytnou podminkou pro pri-
pravu vysoce specifickych antisér pro diagnostickou radioimunoa-
nalysu (RIA) a pro pouZiti hPRL pfi znaékovani radioaktivnim
jodem 125-I v systému RIA.

Podstata vynélezu spo¢ivd v tom, Ze se pri ionexovych chro-
matografiich pouZivd k eluci navdzaného hPRL kontinudlnich gradi-
entl koncentrace elué¢niho pufru misto dosud pouZivanych diskonti-
nualnich gradientti, takZe se dosdhne podstatné lepsiho oddéleni
materidlu s obsahem hPRL od necistot, a Ze se na zavér purifikace
pripoji gelovd filtrace na polymerovaném dextranu s velikosti
éastic 10 azZ 40 um a s frakcionaénim rozmezim 4 000 aZ 150 000
daltoni. Vyhoda tohoto postupu spo&ivd v tom, Ze md isolovany
hPRL nejvyssi dosud zndmou specifickou aktivitu, tj. nejvyssi
obsah mezindrodnich jednotek na jednotku hmotnosti.

Pri isolacich byly jednotlivé purlflkacnl kroky provadény na
riznych typech chromatografického zarizeni.

Konkrétni provedeni vyndlezu zadind homogenisaci 600 zmraze-
nych lidskych hypofys v 600 ml 50 mM Tris-HCl, pH 8,7. Homogenat
se extrahuje v tomto pufru za stdlého michdni po dobu 2 hodin. Po
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centrifugaci a sliti supernatantu se ziskany sediment homogenisu-
je a extrahuje za stejnych podmlnek jesté dvakrat. Spojené super-
natanty se uprav1 na pH 6,3 pomoci 50% kyseliny octové a suspense
se ponecha pri 4 °c po dobu 16 hodin. Po centrifugaci se superna-
tant s vysokym obsahem lidského rustového hormonu (hGH) uschova
jako zdroj pro isolaci terapeuticky pouZitelného hGH. Sediment
s vysokym obsahem hPRL se rozsuspenduje v 500 ml vody a pH
suspense se upravi na 10,5 pomoci 1M NaOH. Smé&s se michd 16 hodin

pr1 4 °C. Po centrifugaci se pH superenatantu upravi na 8,5 pomo-
ci 5M HC1 a pridd se postupné absolutni ethanol do konecne kon-
centrace 25%. Vznikly precipitdt se odstrani centrifugaci a vyho-
di. K supernatantu se pfidad postupné dalsi absolutni ethanol do

koneéné koncentrace 85%. Smés se ponechd pfes noc pti 4 °C. Druhy
den se suspense centrifuguje, supernatant se vyhodi a sediment se
rozpusti ve 200 ml 100 mM NaOH a pH roztoku se upravi pomoci 1M
HCl na pH 10,0. Nepatrny nerozpustény zbytek se oddéli centrifu-
gaci a superenatant se nanese na sloupec polymerisovaného dextra-
nu s frakcionac¢nim rozmezim 4 000 aZ 150 000 daltond, ekvilibro-
vaného v pufru 10 mM Tris-HCl, pH 8,5. Frakce s obsahem hPRL jsou
slity a aplikovédny na sloupec celulosy se substituovanymi
diethylaminoethylovymi iontovymi skupinami, ekvilibrované stejnym
pufrem jako predtim polymerisovany dextran. Po promyti loZe gelu
asi 500 ml startovniho pufru ndsleduje eluce za pouziti konvexni-
ho gradientu koncentrace NaCl tak, Ze - misici nddobka obsahuje 1
000 ml pufru 10 mM Tris-HCl, pH 8,5, a reservodr obsahuje 1 000
ml stejného pufru s obsahem 120 mM NaCl. Frakce s obsahem HPRL se
spoji a naredi vodou tak, aby byla absorbance roztoku v kyvetéch
o Sifce 1 cm pri 280 nm mensSi neZ 0,5. pH se potom upravi zredé-
- nou kyselinou octovou na 5,6. Vzorek se aplikuje na sloupec zesi-
tované agarosy se substltuovanyml karboxymethylovymi iontovymi
skupinami, ekvilibrované v 10 mM pufru octanu amonného, pH 5,6.
Po promyti dvéma objemy startovniho pufru nasleduje eluce za pou-
Ziti linedrniho gradientu koncentrace NaCl tak, Ze misici nadobka
obsahuje 360 ml 10 mM pufru octanu amonného a reservodr obsahuje
360 ml stejného pufru s obsahem 500 mM NaCl. Oba pufry maji pH
-5,6. Efluent 2z chromatografie je ihned upraven 1M Trisem na pH
'8 az 9, frakce s obsahem hPRL se koncentruji ultrafiltraci za
pouziti membrany s retenénim limitem 10 000 daltond a vzorek se
aplikuje na sloupec polymerisovaného dextranu o velikosti &astic
10 aZ 40 um s frakcionac¢nim rozmezim 4 000 aZ 150 000 daltonu,
ekvilibrovaného ve 100 mM Kkyselém uhliditanu amonném. Stred
vrcholu s obsahem hPRL se 1lyofilisuje. V prubéhu vSech chromato-
grafii jsou frakce s obsahem hPRL identifikovany RIA systemem pro
stanoveni hPRL. hPRL isolovany vysSe popsanou metodologii je zcela
homogenni p¥i analytickych elektroforesach v polyakrylamidu
v kyselém i v alkalickém prostfedi a také pfi elektroforese
v polyakrylamidu za pritomnosti sodiumdodecylsulfétu (SDS). Takto
isolovany hPRL md specifickou aktivitu 36 aZ 43 mezindrodnich
jednotek v 1 mg isolované substance, tj. nejvyééi dosud dosaZenou
specifickou aktivitu.

Substance hPRL byla pouZita pro p¥ipravu krdliéich antisér
proti hPRL, pro znackovani hPRL radlojodem 125-I a pro konstrukci
kalibraéni kr¥ivky v systému RIA, uréeném pro dlagnostlcke stano-
veni hladin hPRL v krevnim séru Zen s nejraznéjsimi typy
‘gynekologicko-endokrinologickych onemocnéni.
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PATENTOVE NZAROKY

Zpusob isolace lidského hypofysdrniho prolaktinu o vysoké
specifické aktivité metodami gelové filtrace a chromatografii na
iontoméniéich, vyznacujici se tim, Ze se hypofysdrni extrakt &is-
ti gelovou filtraci na polymerisovaném dextranu s frakcionadénim
rozmezim 4 000 aZ 150 000 daltoni, nadeZ nasleduje anexovd chro-
matografie na celulose se substituovanymi diethylaminoethylovymi
iontovymi skupinami za pouziti eluce s konvexnim gradientem kon-
centrace NaCl, po niZ se provede katexovAd chromatografie na aga-
rose se substituovanymi karboxymethylovymi iontovymi skupinami za
pouziti eluce s linedrnim gradientem koncentrace NaCl s naslednou
gelovou filtraci na polymerisovaném dextranu o velikosti &astic
10 aZ 40 um s frakcionac¢nim rozmezim 4 000 aZz 150 000 daltonid, po
niz se provede lyofilisace.
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