Оценка возможности получения высокомолекулярных комплексов фактора Виллебранда с помощью метода аффинной хроматографии
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Введение: Гликопротеин плазмы крови человека фактор фон Виллебранда (ФВ) имеет важное значение для инициирования свертывания крови, поскольку способствует адгезии тромбоцитов к поврежденной стенке сосуда, а также их агрегации. ФВ является самым крупным из известных белков, циркулирующих в плазме. Примечательно, что ФВ является мультимерным белком, и его функции в начальной стадии гемостаза строго коррелируют с размерами мультимеров [1]. Поэтому сейчас проводится много исследований на тему зависимости функциональной активности ФВ от его размера. ФВ – высокомолекулярный комплекс, имеет массу до 40 КДа. Известно, что чем больше молекулярная масса белка, тем выше его активность [2]. Вместе с тем, чем больше молекулярная масса комплекса ФВ, тем больший размер имеет его нативно уложенный комплекс [3]. В свою очередь, большой размер ФВ накладывает стерические (диффузионные) ограничения на применение хроматографических методов его очистки. Размер и форма ФВ определяют ограниченность применения методов его очистки.  
Цель: Целью данной работы является оценка возможности получения высокомолекулярных комплексов ФВ из плазмы крови человека.
Материалы и методы: Оценка возможности получения высокомолекулярных комплексов производилась с помощью двух методик выделения белка. Первая основывалась на гель-фильтрации, а в основе второго способа лежит метод аффинной хроматографии с использованием моноклональных антител к ФВ. В работе использовалась пулированная плазма крови человека от здоровых доноров. Наполнитель колонки в эксперименте по гель-фильтрации гель-агароза Sepharose 2B. Затем гель-фильтрат очищался от других высокомолекулярных белков IgG, фибриногена и фибронектина. Промежуточный контроль концентрации белка осуществлялся с помощью метода спектрофотометрии. В эксперименте по аффинной хроматографии ФВ использовались мышиные моноклональные антитела к ФВ. После подбора буферной системы для элюции в эксперименте по аффинной хроматографии ФВ, полученный элюат сравнивался с препаратом, полученным после гель-фильтрации с помощью электрофореза.
Результаты и обсуждение: 
1. Выполнен подбор буферной системы для элюции ФВ в эксперименте с аффинной хроматографией.

2. На основании результатов электрофореза, полученных препаратов ФВ была проанализирована возможность получения высокомолекулярных комплексов данного белка (> 2 МДа) с помощью метода аффинной хроматографии. 
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