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(54) Verfahren zur Trennung bzw. Reinigung von Proteinen

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung bzw. Reinigung
von Proteinen, vorzugsweise Himoproteinen. Das Verfahren ist in der
shemischen, pharmazeutischen und biochemischen Industrie sowie in der
¢linischen Chemie, der Analytik und der Diagnostik einsetzbar. Das
iiel der Erfindung besteht darin, ein einfaches, prédparativ und
imnalytisch einsetzbares Verfahren zur Trennung bzw. Reinigung von
’roteinen zu finden. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren

wf der Basis der Affinitédtschromatographie zu entwickeln. Das
Jerfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB eine proteinhaltige L&sung
nit Imidazol oder einem Imidazolderivat, das an einen wasserunl&slichen
nakromolekularen Triger gebunden ist, in Kontakt gebracht wird und

lie in der LGsung oder am Triger befindlichen Proteine, gegebenenfalls
:ach Abtrennung des Trégers, isoliert werden, Triger und
wroteinhaltige LOsung wexden bei pH 7 bis 11, gegebenenfalls in
iegenwart von Detergentien u/o Glycerin, bei Temperaturen von 0 bis
300 nach dem Batch-Verfahren oder nach dem Siulenverfahren in

lontakt gebracht. Es werden gute Trenn- und Reinigungseffekte erzielt;
leispiele sind die Trennung Himoglobin/Myoglobin und Cytochrom

450 /Cytochrem P420, o
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"Yerfahren zur Trennung bzw, Reinigung von HEmoproteinen"

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung bzw, Reini-
" gung von Hamoproteinen., Das Verfahren ist in der chemischen,
pharmazeutischen und biochemischen Industrie, z. B. zur Ab-
trennung von Himoglobin aus bilologischem Material sowie in |
-der klinischen Chemie, der Analytik und der Diagnostik ein-
setzbar, | '

Charakterigtik der bekannten technisgchen Losungen

Fir die Trennung bzw. Reinigung von Proteinen werden ver-
schiedene Wethoden eingesetzt, die die Unterschiede in den
physikalischen und biochemischen Eigenschaften der zu tren-
nenden Proteine ausnutzen, wie Loslichkelt, Stabilitat, Mole-
kiillgrste, elekirische Ladung usw, /N. REHFELD, D, REICHELT:
Analytische und priparative Methoden der Klinischen Bioche-
mie, Akad. Verlag Berlin 1972, S, SCHWIMMER und A. B. PARDEE:
Adve in Enzymology 14, 375./ '

Zum Beispiel kann die Entfernung von Hiémoglobin aus Blufplas-
ma durch Extraktion mit Chloroform (Tschech. Pat. 88563 /
1959/) oder durch Féllen mit Zn-Salzen (Vox sang. 23, 481 /
1972/) Adurchgefithrt werden, Mehrmals wurde die Anwendung von
Zelluloseionenaustauschern (z, B. DEAE-, ClM-Zellulose in Vox
Seng. 13, 59 /1967/) und Polysaccharidderivaten (z. B. DEAE-,
CH-Sephadex in Vox Sang. 23, 18 /1972/) beschrieben.

Die Verfahren sind z. T. sehr zeit- und materialaufwendig,
und eine ausreichende Reinheit ist hiufig nur unter hohen
Ausbeuteverlusten zu erzielen.
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Fiir die Isolierung und Reiniguhg von Proteinen gewinnen in
der letzten Zeit Verfahren der Affinitﬁtsohrom&tdgraphie
steigende'Bedeutung, die auf der spezifischen bioaffinen
Komplexbildung der Proteine beruhen,
S0 ist z., B. die Abtrennung von Himoglobin (Hb) auf der
Grundlage der Komplexbildung mit Haptoglobin /M. KLEIN und
C, MIHAESCO: Biochem, biophys. Res, Commun. 52, 774 (1973)/
beschrieben worden. Bei diesem Verfahren kenn jedoch nur das
Hb entfernt werden, das nicht mehr vom Haptoglobin im Serum
durch Komplexbildung gebunden worden ist,

 7iel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein einfaches und all-
gemein anwendbares Verfahren zur Trennung bzw. Reinigung von
Proteinen, vorzugsweise Himoproteinen, zu finden. Es soll

analytisch und préparativ einsetzbar sein und gute Ausbeuten
erreichen,

Darlegung des ¥Weseng der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die spezifische
“bioaffine Komplexbildung der Proteine zu Imidazol bzw. seinen
Derivaten auszunutzen und ein geeignetes Trennverfahren auf
der Basis der Affinit#tschromatographie zu entwickeln.
ErfindungsgeméB werden HEmoproteine getrennt bzw. gereinigt,
indem eine h&moproteinhaltige Losung mit Imidazol oder einem
Imidazolderivat, das an einen wasserunl®slichen makromoleku-
laren Triger gebunden ist, in Kontakt gebracht wird, die da-
nach in der ILdsung verbleibenden oder am Triger befindlichen
Hémoproteine isoliert werden und danach ggf. eine Regenerie=-
rung des Triégers erfolglt, Als wasserunldsliche makromolekula-
re Tréger dienen Biopolymere, vorzugswelse Polysaccharide
oder synthetische lakromolekiile, vorzugsweise Kopolymerisate
auf der Basils der Methakryls@ureester,

Das Imidazol oder sein Derivat ist direkt oder unter Zwi-
schenschaltung von Spacern an den Tridger gebunden. Ankniip-
fungsstellen sind der Ringstickstoff in 1=-Stellung oder der
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Ringkohlenstoff in 2- oder 4 (5.)~S'bellung.des Imidazolrings.
bie Realisierbarkeit des erfindungsgemiéfien Verfahrens ist in-
sofern liberraschend, de’ das Imidazol bzw, seine Derivate kei-
ne physiologische Komplexpartner fir Himoproteine sind, Die
aus der Literatur bekannten Stabilitdtskonstanten, z. B. des
Hémoglobinmlmidazol—Komplexes, liegen an der internen Grenze,
die fiir elne Affinité&tschromatographie gefordert werden. Die
Bildung und Stabilitadt dieser Komplexe héngt also weitgehend
von der Natur derr dem Eisen-protoporphyrin IX‘umgebenden~Pro—
teintasche ab, |
~ Hierbel kam es darauf an, daB die Tragerfixiefung des Imida-
" zols bzw. seiner Derivate und die un;pezifischén (hydropho-
ben) Wechselwirkungen des Trigermaterials mit dem Himoprotein
einen positiven Einflul auf die Komplexbildung und Selektivi-
t8t bhaben.
Die Herstellung dieser imidazolhaltigen Trager (IMD—Trager)
erfolgt nach an sich bekannten Verfahren, Zur Realisierung
der Erfindung sind die in WP 124 405 (M. Benes, M. Kihn, X,
«Pémmerening) vorgeschlagenen JMD-Triger generell einsetzbar,
Die himoproteinhaltige Losung wird bei pH 7 - 10, gegebenen-
falls in Anwesenheit von Detergentien und/oder Glycerin, bei
Temperaturen von 4 - 30°C mit dem Tréger in Kontakt gebracht.
Im Falle der Abtrennung von Himoglobin kann die Kontaktnahme
avch bel geringfligig htherer Temperatur (bls 40 C) erfolgen.
Hierfiir gibt es 2 Moglichkeiten:
a) Der Triger wird in die hamOprotelnhaltlge Losung eingetra-
gen und nach der fiir die Adsorption notwendigen Zeit, etwa
1 bis 24 Stunden durch Filtration wieder abgetrennt (E1n~
topf- oder Batchverfahren).
b) Der Tridger befindet sich in einer Siule, auf die die pro-
teinhaltige Ldsung aufgebracht wird (Sdulenverfahren),
Das Batchverfahren wird besonders vorteilhaft filr Reinigungs-—
operatioﬁen eingesetzt, do. h. bei der Abtrennung von Verun-
reinigunger, ' :
Das SHulenverfahren w1rd besonders vorteilhaft fiir Trennope=~
rationen eingesetzt, wenn die Protelae unterschiedlich stark
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aber nicht zu fest an den Triger gebunden werden, Die pro-
" teinhaltige Losung wird bei einem pH von 7 bis 10, gegebensi~
falls in Anwesenheit von Detergentien und/oder Glyzerin, tel
Temperaturen von 4 - 30°C, vorzugsweise bei Raumtemperaiur,
auf die Sdule anfgebracht. Anschliefiend wird eluiert, wobel
die HEmoproteine auf Grund der unterschiedlich festen Bindung
zum Tréger nacheinander in der Elutionsflissigkeit erschei-
nen. Die entsprechenden Fraktionen werden aufgefangen und die
Isolierung des enthaltenen reinen Hémoproteins in an sich be-
kannter Weise durchgefithrte , .
. Die IMD-Triger kOnnen nach ihrer Regenerierung wiederholt
eingesetzt werden, Die Regenerierung erfolgt vorzugswelse
durch Behandlung mit Harnstoff und einem Gemisch Pyridin/Na-
tronlauge, gegebenenfalls unter Zusatz von Dithionit oder
durch pH-Anderung des Elutionspuffers, Das erfindungsgemiBe
Verfahren ist einfach durchzufiihren und hat den Vorteil all-
gemeiner Anwendbarkeit, Die zu trennenden bzw. zu reinigenden
Hémoproteine werden mi?t gutén Ausbeuten und in hoher Reinheit
erhalten, So wurde z. B. aus einem Himoglobin/Myoglobin-Ge-
misch mit dem Siulenverfahren das Myoglobin chromatographisch
rein in iiber 90 %iger Ausbeute isoliert. Aus einem Zytochrom
P-450/Zytochrom P-420-Gemisch wurde mit dem Batch-Verfahren
Zytochrom P-420 bis 85 % des Ausgangswertes entfernt, Vor-
teilhaft 188t sich das Verfahren auch flir die Abtrennung von
Himoglobin aus biologischen Materialien (z. B, himolytischen
Seren) anwenden. Je nach Verfahrensbedingungen werden dabedl
40 =~ 100 % des vorhandenen Hédmogloblns entfernt,
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Die Erfindung soll an einigen Beis?ielen erlautert werden,
die jedoch die Erfindung nicht einschrinken,

Ausfithrungsbeispiele
Beigpiel 1

1 g bzw. 2 g des makroporbsen IMD-Trigers mit Struktureinheit
der allgemeinen Formel I (siehe Anlage)

(n = 1,2), hergestellt nach WP 124 405, werden in Athenol ge~
quollen, mit Wasser und 0,1 M FPhosphatpuffer, pH 7, gewaschen
‘und in eine SHule gefiillt,

1 ml einer 0,53 mVal/l MetHb(lMensch)~Lssung ), pH-7, wird auf
die SHule gegeben und anschlieBend mit dem Phosphatpuffer
eluiert. Die Konzentrationsbestimmung im Eluat ergibt eine
Bindung des Hb an der Stule von 64 - 74 %,

+) (MetHb = Methémoglobin, das Te liegt im 3=wertigen Valenz~-
zustand vor, Die konzenbratlonsangaben beziehen sich immer
- auf dag Fe (1 Mol = 4 Val/l)
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Die Begi mmung der Hb-Konzentratlon erfolgt iiber den CN- Kompley
mit éimMﬁ = 11 (bezogen auf Fe), Die Bindung des Hb und

der anderen Proteine an den Trdger kann auch aus der Differenz
der Absorptlon der Ausgangslisung und des Eluats bei 279 nm
bund/oder der Soretbande bestimmt werden. Innerhalb der Fehler-
' grenze ergeben die einzelnen Methoden iibereinstimmende Werte.
Beim Batch-Verfahren (5 ml 0,1 mVal/l Me tHb-LSsung, 2 Stunden
Inkubation bei Raumtemperatur) werden bis zu 72% des angebo-
tenen MetHb gebunden,

Beispiel 2 .

© 300 mg bzw, 750 mg I (n=1,2) werden analog Beispiel 1 vor-
behandelt und mit einem Puffer pH 9 (0,1 M NaHCO3, 0,5 M
NaCl) gewaschen, 5 ml einer 0,1 nVal/l Me tHb(Mensch)-Losung
im gleichen Puffer werden bei Raumtemperatur 3,5 Stunden im
Krelslauf Uber die SHule gepunpt. Hierbei werden 77-80% desg
m>@Mm®n.

Belsplel 3
2 g NHQ-gruppenhaltlge Agarose (AH-Sepharose) werden nach dem

Quellen und Waschen mit einer 0,5 M NaCl-Lésung in 16 ml der
NaClilosung suspendiert und 3,2 ml einer 25%igen Glutaraldehyd-
Losung zugegeben, Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei
Ravmtemperatur geschiittelt. Nach dem Waschen mit der 0,5 M
NaCl-Losung und Umpuffern auf pH 9 (0,1 M Nahv03, 0,5 M Na€l)
wird der Trdger mit 16 ml einer 0,05 M Histamin- ~Losung in

dem Puffer pH 9 3 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt,
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Nach dem Waschen und Umpuffern auf pH 8 werden die iiber-
schiissigen Aldehydgruppen durch Umsetzung mit 16 ml einer

1M Athanolamin-vaung,'pH 8, blockiert,

M)
5 ml einer 0,43 mVal/l MetHb ~Losung im Puffer, pH 9 werden

2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem IMD-Tridger geschiittelt,
Nach-Abtrennen des Trdgers sind 100% des angebotenen Hb
adsorptiv am Trdger gebunden,

Beispiel 4 . .

Zu 1 g bzw, 2 g analog Beispiel 1 vorbehandeltem I (n = 2)

" werden 2,5 ml einer Losung gegeben, die im Puffer pH 9

(0,1 M NaﬁCOB, 0,5 M NaCl) 0,024 mVal/1 MetHbﬁund 0,01 mM
Humanse rumalbumin (HSA) enth#lt. Unter sténdiger Durch-
mischung (Riihren, Schiitteln, Rotieren) wird die Losung 2 Stun-
den bei Raumtemperatur mit dem IMD-Tridger in Kontakt gebracht.
Nach Abtrennen des Trdgers sind 80-90% des MetHb und nur
9-11% des HSA gebunden.

Die Konzentrationsbestimmung des HSA erfolgté mit einem
Extinktionskoeffizienten 2_279 nm = 7,15, das Molekular-
gewicht wird mit 66500 angenommen. Die Bindung des HSA an

den Trédger wird aus der UV~Absorptionvbei 279 nm unter Be=-
riicksichtigung der Hb-Absorption ermittelte,

Beisgpiel 5 ‘ ,

Der makroportse IMD-Tri#ger der allgemeinen Formel I (n = 1,

300 mg; n = 2, 450 mg; n = 3, 550 mg) wird in einer SHule mit
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3, der 0,3% Na~dodezylsulfat ent-
halZ, %Ewaschen. 4 ml eines Gemisches aus 1 Teil 0,53 mVal/l

Me tHbe und 1 Teil 0,12 mM HSA-LOsung wird auf die Sdule ge-
geben und mit dem Na-dodezylsulfat enthaltenden Puffer eluiert,
Uber 90% des MetHb werden an den IMD~Triger gebunden.
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Beispiel 6
Vollserum (Mensch) wird durch Zugabe von MetHb hamolytlsch

gemacht (0,4-2,9 mVal/l MetHb) und mit 0,1 M_NaHCOB—Puffer,
pH 9~9,5, der 0,5 M NaCl enthdlt, verdiinnt (1:10 = 1:11),

2,5 ml dieses héﬁolytischen Serums werden mit 500 mg des
‘analog Beispiel 1 vorbehandelten I (n = 1,2) entweder 24
Stunden bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur unter stén-
diger Durchmischung in Kontakt gebracht. Nach Abtrennen des
IMD-Trégers sind 39-59% des MetHb gebunden, Das Serum wird
gofort gegen 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7, dialysiert und
durch Ultrafiltration konzentrierte

Belsglel 1
Vollserum (Mnnsch) wird durch Zugabe von MetHb hd@molytisch

gemacht (0,4=3 mVal/l MetHb) und mit 0,1 M Fhosphatpuffer,

pH 7,3, der 0,3% Ne-dodezylsulfat enthdlt, verdiinnt (1 10~
1:11). )

2,5 ml dieses Serums werden mit 500 mg I (n = 1,2) 2 Stunden
bei Raumtemperatur und stf#ndiger Durchmischung in Kontakt ge-
bracht. Nach Abtrennen des IMD-Trédgers sind 90-100% des

MetHb gebunden. Das Serum wird sofort analog Beispiel 6
dialysiert und konzentriert.

Beigpiel 8
2 g makropordses Poly~glykolmethakrylat (Spheron 1000) werden

nach bekannten Verfahren mit 400 mg BrCN aktiviert, Der akti-
vierte TrHger wird bei pH 9,5 mit 4,;Mol Histamin umgesetzt.
Die Desaktivierung der nicht umgesetzien Gruppen des Trégers
erfolgt mit 5 ml einer 1 M Athanolamin-ILdsung, pH 8.
Himolytisches Vollserum (0,5 mVal/l MetHb) wird analog Bei-
spiel 7 verdiinnt. 5 ml des Serums werden analog Beispiel 7
nit dem IMD-Trager in Kontakt gebracht., 65-78% des MetHb wer-
den an den Triger gebundefie '

“6 HFZ‘J:';,’f]*'i}(:;
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Beispiel 9 ' _ :
3,0 g IMD-Trager mit der Struktureinheit der allgemeinen For-
mel‘ I (n=1,2) werden in einer Sdule bei Rauntemperatur mit
0,1 M Puffer PH 8 dquilibriert. 1 ml eines Gemisches aus
Himoglobin(Rind) /Myoglobin(Rind) (Hsmoproteinkonzentration
0,4 - 0,5 m Val/%)wird auf die S&ule gegeben und anschlieBend
mit dem Puffer pH 8 liber einen Fraktionssammler eluiert,

Die gelchromatographische Untersuchung der Pproteinhaltigen
Fraktionen zeigt, daB beim Einsatz des IMD-Trégers (n = 2)
réines Myoglobin eluiert wird und im Palle n = 1 das Myo-.
-globin im Vergleich zum Himoglobin stark angereichert ist.

Beispiel 10

10-11 ml gequollener IMD-Triger mit der Struktureinheit der
allgemeinen Formel II (siehe Anlage) werden in einer SHule
bei Raumtemperatur oder 4°C mit O,1'M Puffer pH 8
#Hquilibriert. 1 ml eines Gemisches aus Hdmoglobin/Myoglobin
(Rind) (Konzentration je Himoprotein) wird auf die SHule
gegeben und 0,25 m Val/l anschlieBend mit dem pH 8 Puffer
Uber einen Fraktionssammler eluiert, ,

Im Elual werden iiber 90% des Myollobins in gelchromatographisch
reiner Form zuriickgewonnen. Das Hamoglobin wird entweder
volletédndig an dem Trdger adsorbiert (Raumtemperatur) oder
erst bei sehr hohen Volumina teilweise eluiert.

Beispiel 11

100 mg bzw., 1 ml gequollener IMD-Triger der allgemeinen For-
mel I und IT werden mit C,1 M'Phosphat-Puffer pH 7,25,

20% Glyzerin, 1(2) mM EDTA #quilibriert. 1 ml mikrosomales
Zytochrom P-450 aus Kaninchenleber (Konz., 80—150/uM) mit
13-36% Zytochrom P-420 in dem Puffer der Fusammensetzung:

S0 UEL TG Bl
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/ 0,1 M Phosphat, pH 7,25, 1 mM Dithiocerythrit, maximal 6%

/ Na-cholat, gegebenenfalls 20% Glyzerin wird zugegeben und
die Probe 18 Stunden bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtem-
peratur geschiittelt. Im Eluat ist der Gehalt an Zytochrom P-420
bis zu 87% des Ausgangswertes erniedrigt,

Beigpiel 12 ,

11 ml (2 g) gequollener IMD-Tréger der Formel I (n = 1)

werden in einer Sdule bei Raumtemperatur mit pH 9 Puffer

(0,1 M Borat, 0,5 M NaCl) &quilibriert., 1 ml eines Gemisches
aus Katalase (Rind)/Meth&moglobin(Rind) mit einer Konzen~-
tration von 34 /uM bzw, 50 /u,Val/l wird auf die Siule

gegeben und anschlieBend mit dem Puffer iiber einen Fraktions-

sammler eluiert,

Nach Konzentrierung der proteinhaltigen Fraktionen konnten
liber 70% gelchromatographisch reiner Katalase wiedergewonnen
‘werden, | | | |
Regenerierung der IMD-Tréger

Beispiel 13 .

Die Regenerierung der hé@moglobinbeladenen IMD-Triger erfolgt
durch mehrstiindige Inkubation mit 6 M Harnstoff, Waschen mit
Wasser und einem Gemisch aus Pyridin und O,1 M NaOH (1:4),
gegebenenfalls unter Zugabe von Dithionit, Nach mehr als
10-facher Regenerierung ist kein sichtbarer Verlust der Hb-
Bindungsféhigkeit zu beobachten, Auf dem gleichen Wege kann
eine generelle Regenerierung der proteinbeladenen Tréager

erfolgen. ‘
Bei Waschen der beladenen IMD~-Tréger mit einem Puffer,
pH< 7, wird Hb ebenfalls vom IMD-Tréger teilweise eluiert,

S TAENNERFE
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Erfindungsansnruch

1e

Verfahren zur Trennung bzw. Relnlgung von Hémoproteinen,
dadurch gekennzeichnet, daB eine himoproteinhaltige Ldsung
mit dem trégerfixierten Imidazol bzw, Imidazolderivat der .
Formeln I oder II bei einem pH von 7 - 10 bel Temperaturen
von 4 - 30°C im Sulen- oder Eintopfverfahren (Batch-Ver-
fahren) in Konfakt gebracht wird, anschlieBend die in der
Lﬁsuhg verbleibenden oder am Tridger befindlichen Himopro-
teine isoliert werden und danach gef, eine Regeherierung

. des Trégers erfolgt.

25'

3

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzelohnet, daB in Ge-
genwart von Detergentlen gearbeitet wird. '

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzelchnet, daﬁ
die Elution bel einem pH von 7 = 10 in Anwesenheit von

- Detergentien und gegebenenfalls Glycerin bei Temperaturen

4,

von 4 - BOOC‘erfolgt.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB die
Regenerierung der Imidazolgruppen enthaltenden Tréger durch
Abspaltung des Himoproteins durch Behandlung mit Harnstoff

~und einem Gemisch Pyridin/Natronlauge, gegebenenfalls un-

fer Zusatz von Dithionit oder durch pH-Anderung des Elu-
tionspuffers erfolgh, '

Hierzu 1Seite Formeln
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