0480/ 01161 Purification of thronbin-like proteases from snake venons
5°The present invention relates to a process for purifying throm

bin-1ike proteases from snake venons. Exanpl es of such proteases are
batroxobin, c™RWAWE and, in par- ticular, ancrod. The | aPCHEPIOZSS

ant i coagul ant which is isolated 10 from the venom of the snake Agki st rodon
r hodost oma (Merck | ndex 1989, No. 664). A nmultiplicity of nethods for

ol ShY PR SR e S

3,743,722, US P %tﬁ%g German O f enl egungsschrift 15 2,428, 955,

German O fenl egungsschrift 2,734,427). These processes ~are essentially
based on chro t?ﬁﬁF&ﬁﬁﬁqugteps and yield the an- crod in varying yield
and purity.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung
von thrombindhnlichen Proteasen aus Schlangengiften.

10 Beispiele fiir solche Proteasen sind Batroxobin, Crotalase und
insbesondere ancrod. Letztere ist ein Antikoagulanz, welches aus
dem Gift der Schlange Agkistrodon rhodostoma isoliert wird
(Merck-Index 1989, Nr. 664). Zu seiner Herstellung aus Schlangen-
gift sind bereits eine Vielzahl von Methoden beschrieben worden

15 (GB-PS 1.094.301, GB-PS 1.177.506, GB-PS 1.293.793, US-PS

- 3.743.722, US-PS 3.879.36%9, DE-0S 2.428.955, DE~-0S 2.734.427).
Diese Verfahren basieren im wesentlichen auf chromatographischen.
Schritten und liefern das Ancrod in unterschiedlicher Ausbeute
und Reinheit.

20
Die Herstellung von hochreinem Ancrod aus Schlangengift ist bis-
her nicht gelungen. Es wurde immer ein Gemisch von Enzymen mit
Ancrod als Hauptkomponente isoliert, das je nach Herstellung mit
mehr oder weniger Fremdproteinen verunreinigt war.

25
Es wurde nun ein Weg gefunden, um thrombindhnliche Proteasen aus
Schlangengiften in hochreiner Form herzustellen.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Reinigung von
30 thrombindhnlichen Proteasen aus Schlangengiften, welches darin
besteht, da8 man

a. ein Protease-Rohprodukt einer Vorreinigung durch Affinitits-
chromatographie oder Chromatographie an einem basischen Io-
35 nenaustauscher unterwirft,

b. die so erhaltene Fraktion mit den thrombinahnlichen Enzymen
einer Chromatographie an einem schwachen Kationenaustauscher
unterwirft oder durch Adsorption an Glas im basischen Bereich

40 trennt und

C. die Hauptkomponente aus Schritt 2 einer Gelchromatograhie
unterwirft oder diese durch Chromatoqraphie an Glas im sauren
Bereich reinigt,

45




The preparation of highly pure ancrod from snake venom has been 20

uasuccessful until now. A m xture of enzynmes with ancrod as the main
conponent was al ways i sol ated whi ch, depending on the prepa- ration, was
cant am nat ed woww32ms e or | ess foreign proteins. A way FASEMTEEEN
found to prepare thronbin-like proteases fyom 25 snake venons in highly
pure form The |nvent on relates to a“process, for purifying
thronbin-1ike WoBpbiiedogh pingesteng £1psh SGRT taFecéndsdseine 30 a
subj ecting a pr 5?65%@%%6@“ pYsaEREiabaw r@ﬁ&?‘???%ﬁi‘?%ﬁ 35\ Glas beinha¥qinjty
chr omat ogr aphy d&etehr omat ogr aphy on a basic ion ex- changer, 35 b.
subjecting the fraction containing the thronbin-Iike enzynes t hus

obt ai ned t o cl5 cegbnstragdhyienrExf indulg sdhd oreiter henpabindhnliche Protpased i ng
it in the basic angngéhlungatdsifteni tn elnhes! Reihhedd von zwischehUbs agid ngotde
mai n conponent fromstep 2 to gel chromatogra- 40 phy or purifying this
conponent in thegaghth GhiaNgfmY £8P de Stufe b EBé GHIARKYNS AudbR Nisorption

. an Glas und die Stufe c mit Hilfe der Gelchromatograpie durchzu-
10 fdhren.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird
sowohl in Stufe b als auch in Stufe c durch Adsorption bzw. Chro-
matographie an Glas gereinigt.
15 .
Zur Vorreinigung durch Affinitdtschromatographie eignet sich be-
sonders Agmatin-, Arginin- oder Heparin-Sepharose. .
Als basische Ionenaustauscher eignen sich fir die Vorreinigung
20 besonders DEAE-Cellulose und DEAE-Sepharose.

Als Puffer seien £ir die Ionenaustauschchromatographie ins-
besondere Tris-phosphat- und Natriumphosphat-Puffer genannt.

25 Die Ionenaustauschchromatographie wird bei einem pH-Wert von 5-9,
vorzugsweise von 6-8,5 durchgefihrt.

Bel der vorreinigung werden etwa 70-80% an Fremdproteinen und an-
deren Bestandteilen aus dem Rohenzym entfernt.

30 '

' Wird der zweite Schritt der Reinigung mit einem Kationenaus-
tauscher durchgefiihrt, so kommen folgende schwach saure Austau-
scher in Frage: CM-SEPHAROSE, pH-Wert 5-9, und AMBERLITE CG50,
pH 5-9.

35 _

Chromatographie an Glas bedeutet, daB Ancrod und verwandte throm-
bindhnliche Enzyme sowlie stark basische Proteasen bel pH-Werten
von 7,5-9,0, vorzugsweise 8,0-8,5 an die Glas-Matrix gebunden
werden. Ca. 60 % an vor allem sauren Frenmdproteinen werden unge-

40 bunden mit dem Equilibrierungspuffer (vorzugsweise Tris-Phosphat-
bzw. Natrium-Phosphat-Puffer) von der S&ule gewaschen. Ancrod
wird in Uber 90%iger Reinheit fraktioniert vom Glas eluiert, in-
dem die Ionenstirke des Puffers durch Zugabe von Kochsalz auf
0.3-1,0 M erhdht wird.

45




where, however, at |east one of steps 2 and 3 conprises a separa- 45 tion

by adsorption or chromatography on gl ass. 0480/ 01161
2 The invention furthernore relates to thronbin-like proteases from
snake venons iWORTEWF¥ty of from95 to 100 % It is recorCEEReTIEs

stage b to carry out the purification by 53 adsor ption onI o] ?ss an]g stage C
with the aid of gel_chtao r, a- n,.a parti ar preferre
enbodi ment of th mizrf\?qﬁfggéleggﬁ'ﬁ?ﬁslsen%ﬁttcgf‘f‘(&)ﬁiaﬁopﬂz%%g?a FruaPq ¥ &Rage
cis carried out gﬁﬁe’é’%5 b- tion or chromatography on gl ass.

Agmati ne-, arginine- or heparin-Sepharose is particularly suita- ble for

the prepurificat FBRh B¢ Seishromyresrnaphit ddsapeipigungsschritt ¢ kommen ins-
5 besondere in Frage: SEPHACRYL S-100HR, SUPERDEX, SEPHADEX, ULTRO-

GEL und SUPEROSE.

Wwahlt man fir diesen Reinigungsschritt c die Chromatographie an
. Glas, so werden im sauren pH-Bereich von 4-6 basische Fremdpro-
10 teine aus der Ancrodldsung an der Glasoberfliche adsorbiert, wah-
rend sich Ancrod in weit dber 95%iger Reinheit direkt im Bquili-
brierungspuffer von der S3ule eluieren 14Rt. Die gewinschte Io-
nenstdrke des Puffers kann durch Zugabe eines Salzes wie Kochsalz
reguliert werden. ' '
15 :
Das neue Verfahren eignet sich ganz besonders zur Reindarstellung
von Ancrod, welches nach diesem Reinigungsverfahren in einer
Reinheit von deutlich dber 95% anfallt.

20 Beispiel 1

a. Vorreinigung

3 g getrocknetes Gift der malaiischen Grubenotter wurden in 50 ml

25 Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan (TRIS) -Phosphat-Puffer pH 8,5
geldst, unldsliche Zellbestandteile des Giftes abzentrifugiert
und die klare, gelbe Ldsung auf eine Chromatographie-S&Zule aufge-
tragen, welche einen Durchmesser von 1,6 cm aufwies und bis zu
einer Hohe von 30 cm mit DEAE-SEPHAROSE-FF (Firma Pharmacia) ge-

30 f4lit war. Die thrombindhnlichen Enzyme des Giftes sowie die Pro-
teine mit saurem Charakter wurden an die Matrix gebunden. Die
Chromatographie wurde mit einer DurchfluBgeschwindigkeit von 150
- 200 m1/h durchgefihrt. Durch Waschen der S&ule bei Raumtempera-
tur mit ca. 300 ml Bquilibrierungspuffer (10 mM TRIS-Phosphat-

35 puffer pH 8,5) bis der Ajsom-Wert des Eluats unter 0,5 abgesunken
war und weiteras Waschen mit 400 ml 35 mM TRIS-Phosphat-Puffer
PH 6,0 bis der Azgomm-Wert des Eluats < 0,4 war, wurden ca. 70 -
80 % der Fremdproteine (bezogen auf die optische Dichte der
Ausgangsldsung bel 280 nm) eluiert. Die Hauptfraktion mit Ancrod

40 wurde mit 85 % Ausbeute in 150 - 200 ml 150 mM TRIS-Phosphat-Puf-
fer pH 6,0 eluiert.

b. Hauptreinigung
45 Das Eluat, das das Ancrod enthieit, wurde mittels Ultrafiltration

an einer Membran mit einer nominellen Trenngrenze von
10000 Dalton auf 20 ml aufkonzentriert und mit einem 100 mM TRIS-
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15 Basi c i on exchangers suitable for the prepurification are parti -

cul arly DEAE-cel | ul ose and DEAE- Sephar ose. Buffers which may be

menti oped for ion exchange chromatography 20 are, in particular,

tri s- phosphat\gganghes9di um phosphat e buffers. | on exchangs,

chromat ography is carried out at a pH of 5 9, prefe- rably o Wéwé 5. 25
During the prepurification, approxinately 470-80% of foreign pro- tei ns
and ot her constjmmenha-a!uéfeemwédo fumgepu ffert. uBtesen2Hsung wurde |duft Aine
second step of tdseilpunifigecasger) die cdmencbhminegsemyoa td cBOhditenund bis
exchanger, thoseSuihéabmahareor s éwlriavBrorancaks \Gi1asi (Fixrma SEHEIRINPEFen -
CM SEPHARCSE,  pRiuSufine s588 : AMBEREE T, Colngidies- 90 - 60 AN QEBADPDY #RBY Mixch
gl ass means thﬁtwﬁ@ﬁéﬁ%&ngaﬁfé Beg ORutefPdrktur mit 1$Q0CHE \HERS 166 :r&e‘rkzé‘s
st gogggy b?Z}ZrQ% .g%é@g&? 9 6%@& §ilahessuf&fmege§t=a tiiGhas e
protei ns gre wasiEa2rd S PR %% rde‘ho o lio ;Ffem" V\ﬁq&e bezo%regl &
equilibration b Pp We?ﬁ‘%? Hn?éwﬁﬁﬁggs el ) von dexr Jdule

el uiert .

10
Zur Blution wurde eine 0,5 M Natriumchlorid-Ldsung, die mit
100 mM TRIS-Phosphat auf einen pH-Wert von B,0 abgepuffert war,
eingesetzt. Das Eluat wurde automatisch in ca. 10 ml Praktionen
aufgefangen. Die thrombindhnlichen Enzyme wurden in einem Peak
15 mit anschlieBendem Tailing-Bereich eluiert. Um die Hauptkompo-
nente (entspricht Ancrod) in siner Form zu erhalten, die hoch-
stens 5 % an thrombindhnlichen Nebenkomponenten enthielt, wurden.
beim Obergang vom Hauptpeak zum Tailing-Bereich einzelne Praktio-
nen sowohl auf ihre spezifische Fibrinogenase-Aktivitdt als auch
20 auf ihre Zusammensetzung mittels Umkehrphasen-HPLC untersucht. Es
wurden nur Fraktionen, die eine spezifische Aktivitit von grdBer
1700 U/OD2somm besaBen und die in HPLC weniger als 10 % an Neben-
komponenten aufwiesen, mit dem Hauptpeak vereinigt (ca. 80 ml).
Die Hauptkomponente wurde mit einer Reinheit von 96 % und einer
25 Ausbeute von 72 % von der BIORAN-Sdule erhalten.

c. Feinreinigung

Das Eluat mit der Hauptkomponente Ancrod wurde durch Ultra-

30 filtration an einer YM 10 Membran (Firma amicon) auf 2 ml auf-
konzentriert und das erhaltene Konzentrat auf eine Siule aufge-
tragen, die einen Durchmesser von 1,6 cm hatte und bis zu einer
Hohe von 85 cm mit SEPHARYL S-100 HR gefdllt war. Die S#ule war
zuvor mit einem Puffer von 100 mM Natriumchlorid und 100 mM

35 Natriumphosphat, der einen pH-Wert von 6,9 aufwies, equilibriert
‘'worden. Mit dieser Gelchromatographie wurden restliche Proteasen
sowie TRIS von Ancrod abgetremnt. Die Ausbeute betrug bei diesem
Schritt ca. 90 %.

40 Beispiel 2

a. Vorreinigung

2,1 g getrockrietes @ift der malaiischen Grubenotter wurden in
45 50 ml 35 mM TRIS-Phosphat-Puffer pH 8,5 geldst, unldsliche Zell-

bestandteile des Giftes abzentrifuglert und die klare, gelbe
Losung auf eine Chromatographie-Siule aufgetragen, welche einen



phate or sodi um phosphate buffer). ancrod is eluted fromthe gl ass
fractionally in over 90% purity by increasing the ionic 40 strength of the

buffer to 0.3-1.0 Mby addition of sodiumchlori - de. In the second
purification woemaoihe enzynme is concentrated to 45 appr oxi NBCHEBI7THO7580
0480/ 01161 5 3 For gel chromatography as
a purification step_c, suitable gels, Jn particul ar, aLe. SEPHACRYL ,
S-100HR, SUPERDEBUTCBERERGS-YOon aufues, B S8 $ yqn 30 cm mit

a :

chromat ogr aphy OPEAR-SEEHAROSESFE (Figmp Fharppeia), sefpilh Max Wb pit dem jobepp,
aci di ¢ pH range densnnzen BESPE sWidiBRientoyar nPuarh Wagchen Q) Sdudg hede
gl ass surface frranmteaperatugdmit|600i oh Equlikr arungspuiferchis iderepase ety om
t he col um di r Bcddsy Elnatéhe< @givwarhr werden ety f7lef der FxemdmratedB5es fhazogen
The desired ionisusidiengptischetichte dexf Rosgamyslbounepelialedl imy atidrton of
a salt such as sprli wauptfraktion wurde mit 90 - 100%iger Rusbeute mit 200 -

250 ml 150 mM TRIS-Phosphat-Puffer pH 6,0 eluiert.

. 10 b. Hauptreinigung

Das Eluat wurde wie in Beispiel 1 auf 20 ml aufkonzentriert und
mit einem 50 mM Na-Phosphat Puffer pH 8,5 umgepuffert. Diese
LOsung wurde auf dle BIORAN-CPG-Glas-Sdule (Durchmesser: 1,6 cm,
15 HOhe: 15 cm, Porendurchmesser: 25 - 35 nm, KorngrdBe: 30 - 60 um)
aufgetragen. Durch Waschen der S8ule bei Raumtemperatur mit
300 ml des 50 mM Na-Phosphat-Puffers pH 8,5 und mit einer Durch-.
fiuBgeschwindigkeit von 250 ml pro Stunde wurden ca. 60 % Fremd-
proteine (bezogen auf die optische Dichte des Auftrags bei
20 280 nm) wvon der Sdule eluiert.

Zur Elution der thrombindhnlichen Enzyme wurde eine 1 M Natrium-

chlorid-Loésung, die mit 50 mM Na-Phosphat auf einen pH-Wert von

8,0 abgepuffert worden war, eingesetzt. Mit 150 ml Puffer wurden
25 ca. 80 % der aufgetragenen Einheiten an Enzym eluilert.

c. Feinreinigung

Das Eluat wurde wie oben auf 20 ml aufkonzentriert und mit einem
30 50 mM Na-Phosphat-Puffer, der einen pH-Wert von 5,0 aufwies, um-
gepuffert. Diese LOsung wurde auf eine Saule aufgetragen, die
ebenfalls einen Durchmesser von 1,6 cm hatte und bis zu einer
HShe von 15 cm mit BIORAN-CPG-Glas gefillt war, das jedoch einen

Porendurchmesser von 90 - 110 nm und eine Xorngréfie von 30 - 60 pm
35 besaB. Bel pH 5,0 wurden nur basische Proteine sowie die Neben-
komponenten an das BIORAN-Glas gebunden, wdhrend die Hauptkompo-
nente ancrod mit dem Aquilibrierungspuffer in einer Reinheit von
anndhernd 100 % und mit ca. 8¢ - 90%iger Ausbeute (bezogen auf
die aufgetragenen Einheiten) ‘von der Siule eluiert wurde.
40
Baisgpiel 3

a, b. Vor- und Bauptreinigung
45 2,1 g getrocknetes Gift der malaiischen Grubenotter wurden analog

Beispiel 2 an DEAE-SEPHAROSE vorfraktioniert, das Eluat analog
Beispiel 1 auf 20 _ml aufkonzentriert und mit einem 40 mM TRIS-




chloride. - The novel process is very particularly suitable for the
prepara- 15 tion of ancrod in pure form which according to this
purifieation process is obtained in a purity of clearly over 95%
Exanple 1  2@oasidisepurification 3 g of dried venom ofpclr%%y&yan
pit viper were dissolved in 50 m of

tri s(hydroxynet hyl)anm nonet hane(TRI S) - pho§phat e buffer 25 pH 8.5, insoluble -
cel | consti t uen®iogphatyBulkar; R \frdk upgeRvifpnye Pieseghdsungneundec aut adme

yel | ow sol uti on Choemahograpkia-§iule ufgetragen. welcphyeinenuDurcahimesseh adna

di aneter of 1.6 lch emaufmiepabkedwpiter aidhe vori @bt crofimi30CKSEBHAROSE - FF
DEAE- SEPHARCSE- RFifiéh Zhameicip) Jémnlibrambimit dem bbke. qunaniibsn eheide eg@iom
and the prot eisn3ibrdertgwae] tuech halsehen Jdrt Saue b1 DRt eidetdi@r R | X.
Chr onmat ogr aphy 86 miAaes Sl bt ertingspdd£aWs HE e@her P rens qﬁ}éﬁhir@ig-
washing the col ygie afon’ 296Nk Furden &AL lsroewhtéa\a?- awngo ogRh a

. ) ) £ die
equilibration b 1 T - unlite
A?err] [ sic] _\/alk%{éﬁ(‘)c tﬁ%e%qeugtbg Mftﬁgggﬁ.%w%% %g o‘\?v&b!%gra?l ]‘Pufi €.
washing with f‘bogu;ﬂ Eﬁftig’é er thrombindhnlichen Enzyme wurde analog Beispiel 2

eine 1 M Natriumchlorid-ldsung, die mit 50 mM Na-Phosphat auf
einen pH-Wert von 8,0 abgepuffert war, eingesetzt. Mit 150 ml
Puffer wurden ca. 80 % der aufgetragenen Einheiten an thrombin-
ahnlichen Enzymen eluiert.

15
¢. Feinreinigung

Die Feinreinigung von Ancrod wurde analog Beispiel 2 an :BIORAN:
CPG-Glas (Porendurchmesser ca. 100 nm; KorngrdBe 30 - 60 um) mit

40 einem 50 mM Phosphat-Puffer pH 5,0 durchgefdhrt. Ancrod wurde in
iber 95%iger Reinheit und mit ca. 85%iger Ausbeute (bezogen auf
die aufgetragenen Einheiten) von der Siule eluiert.

a5
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35 TRI S- phosphat e buffern Alerr] [sic] value of the

eluate was < 0.4, about Immmuﬂluﬂulll m‘eforel gn proteins (based on the
optical densitty of the starting sblution at 280 nm were el uted. The _
mai n fracti onwoaskzisni ng ancrod was eluted in 85 % yi el d ¥orn¥efleors£200 ni
of 150 nM TRl S- phosphat e buffer pH 6.0. 4,2 ~b. Main purification

The el uate which contained the ancrod was Concentrated to 20 i by neans
of ultrafiltration on a nmenbrane having a nom nal sepa- 45 ration limt of
10000 Dal t ons an@aremmepréghe sing a 100 mM TRI S- phosphat e buffer pH
8.0. This solution was applied to a col umm whi ch had a dianeter of 1.6
cm and was packed.upvexfaurksizint Reinigung @i8Gh@dmiBindhnlichen Proteasen aus

4 15 cm w t h 8l OCRABEXRngghaiftepScdmireh prskendz atetinat, &B mad5 nm
particle size: 30 - 60 [err]m. By washing the columm at roomtenpera-
ture with 300 m of fhe df) prbtdddeSRORATRANRE Cottidh! Poritiindgthsa@drchat a flow
rate of 250 m per hour, aghQuts&n¥oRltdgrabh il et Gifbhatographie an einem
. basischen Ionenaustauscher unterwirft,
10
b. die so erhaltene Fraktion mit den thrombin&hnlichen Enzy-
men einer Chromatographie an einem schwachen Kationenaus-
tauscher unterwirft oder durch Adsorption an Glas im ba-
sischen Bereich trennt und
15
c. . die Hauptkomponente aus Schritt 2 einer Gelchromatograhie
unterwirft oder diese durch Chromatographie an Glas im
sauren Bereich reinigt,

20 wobei jedoch mindestens éiner der Schritte 2 und 3 eine Tren-
nung durch Chromatographie an Glas beinhaltet.

2. Verfahren gemi3B Angpruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Reinigung durch Adsorption in Stufe b an Glas erfolgt und die
as Stufe c mittels Gelchromatographie durchgefdhrt wird.

3. vVerfahren gemi8 Angpruch 1, dadurch gekennzeichnet, das die
Reinigqung durch Chromatoqraphie in den Stufen b und ¢ an Glas

erfolgt.
30 _
4. Natilrlich vorkommendes Ancrod in einer Reinheit von dber
95 %.
35
40

45




5 (based on PABOAPBLEA density of the material applied at 280 nm)  were
eluted fromthe colum. For elution, a 0.5 M sodium chl oride solution
whi ch was buffered to a pH of 8.0 using 100 "M TRI S- phosphat e was
enpl oyed. The 10 eluate was automatically collected in about 10 mi
frgctions. The thronbin-like enzynes were eluted in one peak with a
subsequent tail.ing.rangge.. .ln e | h [

Uy cat DR IGE erdbnBRACT D MU Rallek PE R haSRTORRGH

(corresponds orm cont al ne nost

thrombin-l1ike secondary conponents, in the transition fromthe main peak
to the 15 t appd erséagemi?éhﬁ&dﬁualeléfé@tﬂd)ras pWBEEsS NEAS pugd fefingythmans of

reverse- phﬁsg Nuls] th %EB&%Q% heloh SRSKd fyendslr | Nogenase activity and
- y

for their conposi ractions which had a specific activity of
greater than 1700 U ODerr] and which contained |ess than 10 % of

secondary cORyampEss ofnshiEh Gruteasesnéreidrhtuioxbbine APtadiasepand., (baar-80
m ). The naipi&EIONQRErvas ™Y dlakedrfionar mticoByaRAN ediehnis nisolatedt y

ELH?SIZ?ﬁnd Eré%‘%ﬂ% ?EnZﬁ d@tthe spﬁkeEA é%ﬁﬂd%hcﬁ?béﬁbtdﬁi (MeTBR Bhd& e
%%ém rﬁ] $ﬁi & mrjfgglr};%. p g%?f &P Qr&%@x%ﬁ? 84r ltst% E%g?%on

ultrafiltrat
obt ai ned wasEEIpITEKS Beﬁmﬁcﬁ"ﬂfﬁw apRpefy Iﬁ%?'gd%ﬁ F ¢ (cE’

1,094,301, GB Patent 1,177,506, GB Patent 1,293,793, US Patent
3,743,722, US Patent 3,879,369, German Offenlegungsschrift

15 2,428,955, German Offenlegungsschrift 2,734,427). These processes
are essentially based on chromatographic steps and yield the an-
crod in varying yield and purity.

The preparation of highly pure ancrod from snake venom has been
20 unsuccessful until now. A mixture of enzymes with ancrod as the

main component was always isolated which, depending on the prepa-

ration, was contaminated with more or less foreign proteins.

A way has now been found to prepare thrombin-like proteases from

25 gnake venoms in highly pure form.

The invention relates to a process for purifying thrombin-like
proteases from snake venoms, which consists in

30 . o
a. subjecting a protease crude product to a prepurification by

affinity chromatography or chromatography on a basic ion ex-
changer,

35 b. subjecting the fraction containing the thrombin-like enzymes
thus obtained to chromatography on a weak cation exchanger or
separating it in the basic range by adsorption on glass and

c. subjecting the main component from step 2 to gel chromatogra-
phy or purifying this component in the acidic range by chro-
matography on glass,

40

where, however, at least one of steps 2 and 3 comprises a separa-
45 tion by adsorption or chromatography on glass.
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of 1.6 cm ana°4v\?aos/°plalc Jéd up to a height of 85 cmwth SEPHARYL 30 S-100 HR

The columm had been equili brated beforehand using a buffer of 100 nmM
sodi um chl ori de and 100 nNIsodiun1phoqu€te ~ which had a pH of 6.9.

Resi dual proteases and TRI'S were separat®d fromancrod by neans of this
gel chr omat ogthgpApverhiton farghppmore tu¢latesepo vichraxbintr1oke cpraipases ERkeem| e
2 a. Pr egnakef vendmonin 40 purity lofy fabmd®b et viEItO®.0f t he Mal ayan pit

vi per were dissolved in 50 M of 35 nM TRI S- phosphate buffer pH 8.5,

i nsol ubl e cell con- stituents of the venomwere centrifuged off and the

cl ear, vyel Iniv}t isspeaemmsndeds £9ppptade Do te CAF DRy tRENPUEEGATIRRI BR had
a di a- 45 netagsogption emglass pndkakhaep ot With Hehelaidopf3gek ryiomatpengE= SE-
PHARCSE- FF ( Ritar.maci a) and was equilibrated with the buffer nen- . tioned
above. By washing the colum at roomtenperature with 600 m of

equilibration buffer until the Alerr] [sic]  value of the . 0480/ 01161
In a particularly preferred embodiment of the invention, purifi-

0 cation both in stage b and in stage c is carried out by adsorp-
tion or chromatography on glass.

~—

Agmatine-, arginine- or heparin-Sepharose is particularly suita-
ble for the prepurification by affinity chromatography.
15 '

Basic ion exchangers suitable for the prepurification are parti-
cularly DEAE-cellulose and DEAE-Sepharose.

Buffers which may be mentioned for ion exchange chromatography

20 are, in particular, tris-phosphate and sodium phosphate buffers.

‘Ion exchange chromatography is carried out at a pH of 5-9, prefe-
rably of 6-8.5. '

25
During the prepurification, approximately 70-80% of foreign pro-

teins and other constituents are removed from the crude enzyme.

If the second step of the purification is carried out using a ca-
30 tion exchanger, those suitable are the following weakly acidic
exchangers: CM-SEPHAROSE, pH 5-9, and AMBERLITE CG50, pH 5-9.

Chromatography on glass means that ancrod and related thrombin-
like enzymes as well as strongly basic proteases are bound to the
glass matrix at pHs of 7.5-9.0, preferably 8.0-8.5. About 60 % of
especially acidic foreign proteins are washed from the column in
unbound form with the equilibration buffer (preferably tris-phos-
phate or sodium phosphate buffer). ancrod is eluted from the
glass fractionally in over 90% purity by increasing the ionic
strength of the buffer to 0.3-1.0 M by addition of sodium chlori-
de.

35
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In the second purification step, the enzyme is concentrated to
45 approximately 90 %.

s




5 -eluate wgésgl(?.l},uapproxi mately 70 % of the foreign proteins (based
on the optical density of the starting solution at 280 nm wer e el uted.
The main fraction was eluted in 90 - 100%yvyield using 200 - 250 nm of 150
MM TRl S- phosphate buffer pH 6.0. 5 b. ¥ain purification " The el uate
was concentr Fordged Aramatagrapham@ putifihcatigrelsiepecedswhtalyea g8dsnM Na
phosphat e bufinepaptidutar,Tare: SEPHACRYQNSWBSOHPO|SURERDEX| hSERHADRAN- GRERO-
gl ass col um greli apBt §GPEROSE.6 CM height: 15 cm pore dianeter: 25 - 35 nm
particle size: 30 - 60 [err]m. By washing the columm at room tenperature
with 300 m of the 50 nM Na phosphate buffer pH 8.5 and at a flow rate of
250 15 nl pelfhcbromatograpdy onofldss disgeepected fox hiedperifinatdoni ehep
density of thg dateheadciajip! pAdraige? &rodni-schas ) WHoedifhopréteins @PeUbD-
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appl i ed Vwidaqg fegyin far over purlty.-T.e esired ionic strengt ' f the
buffer can be regulated by addition of a salt such as sodium

chloride. -

The novel process is very particularly suitable for the prepara-
tion of ancrod in pure form, which according to this purification

15
process is obtained in a purity of clearly over 95%.

Example 1
20 a. Prepurification

3 g of dried venom of the Maléyah pit viper were dissolved in

50 ml of tris(hydroxymethyl)aminomethane(TRIS)-phosphate buffer
pH 8.5, insoluble cell constituents of the venom were centrifuged
off and the clear, yellow solution was applied to a chromatogra-
phy column which had a diameter of 1.6 cm and was packed up to a
height of 30 cm with DEAE-SEPHAROSE-FF (Pharmacia). The thrombin-
like enzymes of the venom and the proteins having acidic charac-
ter were bound to the matrix. Chromatography was carried out at a
flow rate of 150 - 200 ml/h. By washing the column at room tempe-
rature with about 300 ml of equilibration buffer (10 mM TRIS-
phosphate buffer pH 8.5) until the Ajgomm [sic] value of the eluate
had fallen below 0.5 and further washing with 400 ml of 35 mM
TRIS-phosphate buffer pH 6.0 until the Asgomm [sic] value of the
eluate was < 0.4, about 70 - 80 % of the foreign proteins (based
on the optical density of the starting solution at 280 nm) were
eluted. The main fraction containing ancrod was eluted in 85 %
yield in 150 - 200 ml of 150 mM TRIS-phosphate buffer pH 6.0.

40 .
b. Main purification

25

‘30

35

The eluate which contained the ancrod was concentrated to 20 ml
by means of ultrafiltration on a membrane having a nominal sepa-
45 ration limit of 10000 Daltons and rebuffered using a 100 mM TRIS-
phosphate buffer pH 8.0. This solution was applied to a column
which had a diameter of 1.6 cm and was packed up to a height of




c. Fine puri Pl’lggtlloc}nlszls The el uate was concentrated to 20 ml as above
and rebuffered using a 50 MM Na phosphate buffer which had a pH of 5.0.
This so- | ution was applied to a colum which also had a dianmeter of 30

1.6 cmand was packed up to a height of 45 cmwith Bl ORAN-CPG: gl ass
whi ch, howevap, chadith RIORAN-GREt @lass (§chottl(pone sidmgter: pf t4 SSenmi ze
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cormogent S Wi%?egefad 300 WieoBl AN @ a®STR %ﬁbspgatt%ebﬁgf& EHBRNEBAG
ancrod was e 0 raki
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units appli
2.1 g of dr|@Br9eﬁb%¥%ﬁ ﬁﬂﬂ@ Nﬁ?a?%ﬁ”ﬁ%t vi per mere prefractlona- ted on
DEAE- SEPHARCSE anal ogously to Exarrpl e 2, and the eluate was concentrated

20 m I I
%%ls_phosgﬂgfggogi#ylé %E%”B @ c%&ggigéeﬁglutfgﬂ 4&5éﬂﬂuffered

n

chr omat ogr 8oP ﬂnﬂfvé;<:ﬁsﬁ58 g g 8$gﬁp Eﬁnwas e P %Xﬁﬂﬂ ﬂ&gcked up

to a heigh ’fbo uzeecmwamoaw-seﬂ-ﬂmwé-lpp ted in about 10 ml fractionms.
thrombin-like enzymes were eluted in one peak with a subsequent

tailing range. In order to obtain the main component (corresponds
to ancrod) in a form which contained at most 5 % of thrombin-like
secondary components, in the transition from the main peak to the
tailing range individual fractions were investigated by means of
reverse-phase HPLC both for their specific fibrinogenase activity
and for their composition. Only fractions which had a specific
activity of greater than 1700 U/ODzgonm and which contained less
than 10 % of secondary components in HPLC were combined with the
main peak (about 80 ml). The main component was obtained from the
BIORAN column in a purity of 96 % and a yield of 72 %.

15

20

c. Fine purification

25 _
The eluate containing the main component ancrod was concentrated

to 2 ml by ultrafiltration on a YM 10 membrane (Amicon) and the
concentrate obtained was applied to a column which had a diameter
of 1.6 cm and was packed up to a height of 85 cm with SEPHARYL

30 S-100 HR. The column had been equilibrated beforehand using a
buffer of 100 mM sodium chloride and 100 mM sodium phosphate
which had a pH of 6.9. Residual proteases and TRIS were separated
from ancrod by means of this gel chromatography. The yield in
this step was about 90 %.

35 '
Example 2

a. Prepurification

40 .
2.1 g of dried venom of the Malayan pit viper were dissolved in

50 ml of 35 mM TRIS-phosphate buffer pH 8.5, insoluble cell con-
stituents of the venom were centrifuged off and the clear, yellow
solution was applied to a chromatography column which had a dia-

45 meter of 1.6 cm, was packed up to a height of 30 cm with DEAE-SE-
PHAROSE-FF (Pharmacia) and was equilibrated with the buffer men-
tioned above. By washing the column at room temperature with 600
ml of equilibration buffer until the A,ggp [sic] value of the




0480/ 01161 0480/01161 ' 6 (Pharmaci a) and was
equilibrated with the abovenentioned buffer. By washing the colum at
foomtenperature with 300 m of the equi libration buffer and at a fl ow
rate of 250 m/h, about 60 % of foreiyn proteins (based on the optical
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purlflcatl The fine purification of ancrod was carried out
anal ogously &Q MaiFXguiRl 5 0at@B8n Bl ORAN- CPG gl ass (pore dianeter about 100
nm parti- cle size 30 - 60 [err]m using a 50 nM phosphate buffer pH

5.0. Aricrod
The eluate was concentrated to 20 ml as in Example 1 and

rebuffered using a 50 mM Na phosphate buffer pH 8.5. This
solution was applied to the BIORAN-CPG glass column (diameter:

1.6 cm, height: 15 cm, pore diameter: 25 - 35 nm, particle size:
30 - 60 um). By washing the column at room temperature with 300 ml
of the 50 mM Na phosphate buffer pH 8.5 and at a flow rate of 250
ml per hour, about 60 % of foreign proteins (based on the optical
density of the material applied at 280 nm) were eluted from the
column.
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15

»

For elution of the thrombin-like enzymes, a 1 M sodium chloride

20 solution which had been buffered to a pH of 8.0 using 50 mM Na-
phosphate was employed. Using 150 ml of buffer, about 80 % of the
units of enzyme applied were eluted.

c. Fine purification

25
The eluate was concentrated to 20 ml as above and rebuffered
using a 50 mM Na phosphate buffer which had a pH of 5.0. This so-
lution was applied to a column which also had a diameter of

30 1.6 cm and was packed up to a height of 15 cm with BIORAN-CPG
glass which, however, had a pore diameter of 90 - 110 nm and a
particle size of 30 - 60 um. At pH 5.0, only basic proteins and
the secondary components-were bound to the BIORAN glass, while
the main component ancrod was eluted from the column using the

35 equilibration buffer in a purity of approximately 100 % and in
about 80 - 90% yield (based on the units applied).

Example 3
40 a, b. Pre~ and main purification

2.1 g of dried venom of the Malayan pit viper were prefractiona-
ted on DEAE-SEPHAROSE analogously to Example 2, and the eluate
was concentrated to 20 ml analogously to Example 1 and rebuffered
using a 40 mM TRIS-phosphate buffer pH 6.2. This solution was ap-
plied to a chromatography column which had a diameter of 1.6 cm,
[lacuna] packed up to a height of 20 cm with CM-SEPHAROSE-FF

45




was eluted fr

%%??ﬁgl%giunn i n over 95% purity and in about 85% 20 yield

(based on the units applied). 25 30 35 40
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6 .
(Pharmacia) and was equilibrated with the abovementioned buffer.
By waShing the column at room temperature with 300 ml of the
equilibration buffer and at a flow rate of 250 ml/h, about 60 %
of foreign proteins (based on the optical density of the material
applied at 280 nm) were eluted from the column.

For elution of the thrombin-like enzymes, analogously to Example
2 a 1 M sodium chloride solution which was buffered to a pH of
8.0 using 50 mM Na phosphate was employed. Using 150 ml of buf-
fer, about 80 % of the units of thrombin-like enzymes applied

-

were eluted.
¢. Fine purification

The fine purification of ancrod was carried out analogously to
Example 2 on BIORAN-CPG glass (pore diameter about 100 nm; parti-
cle size 30 - 60 pm) using a 50 mM phosphate buffer pH 5.0. Arncrod
was eluted from the column in over 95% purity and in about 85%
yield (based on the units applied).




45 0488#89{81161 v craimr— 5T A process for purifying

t'hronbi n-11i ke proteases fr enons, which conprises
8. subjecting a protease ¢ m “ ‘Hlu prepurification _ by

affinity chronatography rap y*on a basic 10 i on
exchanger,
We claim:
5 1. A process for purifying thrombin-like proteases from snake
venoms, which comprises

a. subjecting a protease crude product to a prepurification

by affinity chromatography or chromatography on a basic
10 - ion exchanger,

b. subjecting the fraction containing the thrombin-like en-
zymes thus obtained to chromatography on a weak cation
exchanger or separating it in the basic range by adsorp-

15 tion on glass and

c. subjecting the main component from step 2 to gel chroma-
tography or purifying this component in the acidic range
by chromatography on glass,

20

where, however, at least one of steps 2 and 3 comprises a se-
paration by chromatography on glass.

25 2. A process as claimed in ‘claim 1, whereln the purification by
adsorption in stage b takes place on glass and stage c is
carried out by means of gel chromatography.

3. A process as claimed in claim 1, wherein the purification by
30 chromatography in stages b and c takes place on glass.

4. Natufally occurring ancrod in a purity of over 95 %.
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b. subjectirmf%qﬂ/Q%%&%ion containing the thronbin-1ike en-

zynes thus obtained to chromatography on a weak cation exchanger
ar separating it in the basic range by adsorp- 15 tion on glass and
c. subjecting the main conponent fromstep 2 to gel chrona-

tography or purifying this conponent in the acidic range by

chr omat ogr ap on.gl ass 'W— ne, t | e of steps 2
and 3 conpri ts}\églglg%-mn of thﬁg?‘%%l onlk%ypgﬁ}ré\%%/r%sogf%gﬂ‘hgﬁl%%e 31%81.15’%.5 25 2.
A process as clained in claiml, wherein the purification by

adsorption i mbstagetb takes place on glass and stage c is - carried
out by nea of gel chronmat ography. 3. Aprocess as clainmed in claim
1, wherein the purification by 30 chromat ography in stages b and c

takes place énpgprgsss for purifyingrehyombdaclike Ryotie@ses f¥om snaket yeppms
over 95 % = 1is described, which consists in freeing the proteases from impu-
. rities in three chromatographic steps.
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