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 انعقادي با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي هپارينIXسازي خلوص فاكتور بهينه

و مقايسه آن با كروماتوگرافي تعويض يوني
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16/10/83:تاريخ دريافت
11/3/84: تاريخ پذيرش

 14115-111 صندوق پستي-دانشگاه تربيت مدرس-لوژيهماتولوكارشناس: مؤلف مسؤول-1
2-PhDدانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران- بيوشيمي 
3-PhDو مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران-لوژي ايمونو  دانشيار دانشگاه تربيت مدرس
4-PhDان- شيمي دارويي  تقال خون ايران استاديار مركز تحقيقات سازمان
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1- Isoelecteric Point 
2- Prothrombin Complex Concentrate 
3- Di Ethyl Amino Ethyl 
4- Cryo Precipitate Supernatant 

���	� 
 فاكتورهاي انعقادي وابسته بـه ويتـامينو جز IXفاكتور

Kــي ــي م ــنتز م ــد س و در كب ــد ــود باش ــاير. ش ــد س همانن

، حـاوي يـك IXترشحي، ترجمه اوليه فاكتور هايينئپروت

پپتيـد قسمت آميني گسترش يافته است كه در آن يك پلـي

.اسيد آمينـه اسـت وجـود دارد)39يا41يا(46كه حاوي 

415پپتيـدي حـاوي پلـي انساني از يك زنجيـره IXفاكتور

و وزن مولكـولي حـدود  57000اسيد آمينه تشـكيل شـده

.)1(آن كربوهيدرات استاز%20دالتون دارد كه

و نيمـهµg/ml5-4غلظت پلاسمايي آن در حدود  است

و24تا18عمري حدود .)2( داردpI1=1/4 ساعت

به كروموزوم IXكمبود فاكتور ،B يا هموفيليX وابسته

15كه معادل حـدود دارد%20 شيوعAنسبت به هموفيلي

.)3(رد استمنفر در هر ميليون

صورت گسـتردهبه،2هاي كمپلكس پروترومبين كنسانتره

مي بهBخونريزي افراد هموفيلي براي درمان  ايـن. روند كار

محصولات حاوي مخلوطي از فاكتورهاي انعقـادي وابسـته 

كه بهKبه ويتامين  . انـد صورت نسبي تخليص شـده هستند

 حاوي مقادير كمي از IXهاي بسيار خالص فاكتور كنسانتره

و بهبـود ابتـدايي. اكتورهاي آلوده كننده هسـتندف بازيافـت

 IXدر مقايسه با فاكتور( نوتركيب در درون بدن IXفاكتور 

مي%28تا حدود) مشتق از پلاسما .يابد كاهش

هـاي وابسـته بـهينئچندين روش براي جداسازي پروت

 از پلاسما شـرح داده شـده اسـت كـه براسـاسKويتامين 

هـا بار الكتريكـي يـا حالـت كربوكسيلاسـيون آن استفاده از

.)4(باشد مي

به استفاده از نمك كه هايينئطور انتخابي پروت هاي باريم

مياماگلوتاميك اسيدگحاوي   ممنـوع شـده،كننـد را جذب

و علت آن خطر سميت باريم است .)5(است

 بـهDEAE3هـاي هاي آنيوني همانند گروه كننده تعويض

و سـلولز(هاي پايداري يكسماتر ) همانند آگاروز، دكستران

و قادر به گسترش روش هاي جديد براي تهيـه متصل شده

براساس شارژ( از پلاسماKهاي وابسته به ويتامينينئپروت

در ها هنـوز مهـم اين روش. باشندمي)ينئپروت تـرين ابـزار

م. ها هستند توليد كنسانتره  عمـولاً ماده اوليه براي شروع كار

كه حاوي قسمت عمده اين4رسوب كرايو مايع رويي   است

تـوان بـا اسـتفاده از ايـن روش مـي. باشـد هـا مـيينئپروت

كـه ممكـن(چنين مقـداري از فيبرينـوژنو هم VIIIفاكتور

در) است با كروماتوگرافي تداخل كند  رسـوب را در ابتـدا

ارKهـاي وابسـته بـه ويتـامينينئپروت. كرايوبرداشت كرد 

توان با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي از يكديگر جـدا مي

و ايـن روش   چـون هـا شـامل اسـتفاده از مـوادي هـم نمود

 فلـزي هـاي كننـده شـلاتو بـادي، دكسـتران هپارين، آنتي

مينباش مي آند كه هـاي زيـاد، آمـاده را براي مقياسها توان

).5(نمود 

م معمولاً از پلي  گـردد نفـي اسـتفاده مـي مرهاي داراي بار

ــده ــه عم آن ك ــرين ــتران ت ــولفات دكس و س ــارين ــا هپ  ه

).6(ند هست


�� � 
��� ��
و در مراحل زير به  نوع مطالعه تجربي آزمايشگاهي بود

.انجام رسيد
���%�) �=����1IX 

ليتــر از پلاســماي تــازه ميلــيDEAE:800 جــذب بــه

.گراد قرار گرفـتتي درجه سان2-6منجمد شده در يخچال 

در) آلمان(ولابوژدار ساعت با سانتريفوژ يخچال18بعد از

ــراي g4000دور ــد10ب ــانتريفوژ گردي ــه س ــپس، دقيق  س

و در دماي ميلي 200 1-4ليتر از مايع رويي آن برداشته شده

در ميلي180گراد با سرعت درجه سانتي ساعت بر روي ليتر

 سـفاروز- DEAEيتـرل ميلـي7 كـه حـاوي XK-16ستون 

CL-6B )شـده بـا موازنـه) سـوئد فارماسياشركت ساخت 

 تزريـق،بود)mM5و سيتراتmM5، فسفات =6pH( بافر

هـاي سپس ستون با همان بـافر كـه حـاوي غلظـت.گرديد

به  0/0،1/0،14/0،18/0،23/0،28/0ترتيب مختلف نمك،

د ميلــي120 بــا ســرعت، بــودNaCl مــولار36/0و ر ليتــر

ش ساعت شستشو ،28/0هـاي در فراكشن IXفاكتور.دداده

با.دش جدا NaClمولار36/0 و2ستون  مولار نمك طعـام

. احيا گرديدNaOH مول5/0
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1- Sodium Dodecyl Sulfate 
2- Cryo poor plasma 

ژل ميلي5: هپارين جذب به  سـفاروز- هپـارين ليتـر از

CL-6B)در ستون) فارماسيا ساخت شركتXK-16 با بافر 

دم) pH mM,20=6(سيترات  گـراد درجه سـانتي1-4ايدر

بـا،DEAE استخراج شده از مرحلـه IXفاكتور. موازنه شد

و با سرعت يك حجم از بافر فوق   ليتـر ميلي180 رقيق شد

كه. درساعت به ستون تزريق گرديد بعد ستون با بافر مشابه

به حاوي غلظت  ،0/0،08/0،2/0ترتيب هاي مختلف نمك،

در ميلـي34سـرعتبا بود NaCl مول4/0،6/0،8/0 ليتـر

 M6/0(NaCl( در فراكشـن IXفـاكتور. ساعت شسته شـد 

كه حـاوي. جدا گرديد  مـولار نمـك2ستون با بافر مشابه

و در مرحله بعد با .دش احيا M5/0(NaOH(طعام بود


=��7� ���%�) �
�567� 4���6) �$�JIX 
يك با استفاده از روIX تعيين فعاليت انعقادي فاكتور ش

د كـهشـ فرانسه انجام STA Compactاي با دستگاه مرحله

سـاخت شـركت(IXبراي اين منظور كيـت فاقـد فـاكتور

.تهيه گرديد) فرانسهدياگنوستيكا


=��7� &�7F �$�J ���%�) �YIX 
ــي ــزان آنتـ ــاكتور ميـ ــتفاده از روش IXژن فـ ــا اسـ  بـ

و توســـط كيـــت دايـــنكسو دســـتگاهاليـــزا  انگلـــيس

AsserachromFIXAg)فرانسه دياگنوستيكا ساخت شركت (

ش .دتعيين


=��7� ��$* �$�JE��

وئگيري مقادير بالاي پروت براي اندازه ين از روش بيـوره

دشگيري مقادير پايين از روش برادفورد استفاده براي اندازه 

سـاخت(فيليـپس PU8750ين بـا دسـتگاهئكه ميزان پـروت

شد) تانانگلس .خوانده

SDS-PAGE]

با%)SDS)5/7 براي اين كار از  =8/8pHو بافر تريس

و .آمپــر اســتفاده شــد ميلــي40بــراي مــدت ســه ســاعت

 خالص IX فاكتور،استاندارد با وزن مولكولي بالاي سيگما

و آلبومين سازمان انتقال) فرانسه دياگنوستيكاساخت(شده

.نيز مورد استفاده قرار گرفتخون

����� ��
�� &)�$J�����$%DEAE Z=���<� 

و فعاليـــت انعقـــادي فـــاكتور ميـــزان آنتـــي  در IXژن

 بـا توجـه بـه. آمده است1هاي مختلف در جدول فراكشن

هـا، فعاليـت ويـژه ين در هـر يـك از فراكشـنئميزان پـروت

م IXفاكتور سـازي آن نسـبت بـه زان خـالصيـو در نهايت

مي  كه با توجـه بـه پلاسما مشخص ، جـدول مربوطـه گردد

،28/0(ي حـاوي هـا فراكشـناز IXبهترين خلوص فاكتور

ميبه NaCl) مولار36/0 .آيد دست

�� &)�$J�����$%����P/Z=���<� 

هـاي مختلـف در فراكشنIXسازي فاكتور ميزان خالص

كه مشخص شده بهترين طور همان، آمده است2در جدول 

ن6/0 خلوص در فراكشن حاوي مي مولار .باشد مك طعام

��/���%�) e��B�f@IX
�� 0��� 

ــاي اصــلي حــاوي خصوصــيات فراكشــن3 جــدول ه

 ايـن.دهـد را در مراحل مختلف كـار نشـان مـي IXفاكتور

كـه مرحلـه كرومـاتوگرافي كند در صـورتي جدول ثابت مي

به   تا چـه،عنوان روش تكميلي استفاده گردد تمايلي هپارين

 برابر خلـوص155از(افزايدمي IXخلوص فاكتور حد بر

 هپارين برابر خلوص در مرحله 1450به DEAEدر مرحله

ميهم). رسد مي ژن فـاكتور دهد كه مقدار آنتـي چنين نشان

IX در ين مـيئكـل پـروت%21 بـه هپـارين در مرحله رسـد

ــالي ــط ح ــما فق ــه در پلاس ــروت%006/0ك ــل پ رائاز ك ين

م تشكيل مي IXفاكتور و اين  جـذب بـه يزان در مرحله دهد

DEAE ضـمن ايـن كـه در مراحـل.باشدمي%2 در حدود 

را IX ميزان فاكتورهاي،تخليص كه فعاليت انعقادي خـون

ميبهستا حفظ كرده  و در مرحله تدريج كاهش  جذب يابد

و ايـن مقـدار در پايـان مرحلـه%62به  DEAE به رسـيده

.باشدمي%55معادل هپارين 

راينئ به ساير پروت IXايش نسبت فاكتور افز1 شكل هـا

مي  مي همان. نمايد در روند كار مشخص رود طور كه انتظار

كه در مراحـل بعـدي را آلبومين تشكيل مي2CPPاكثر   دهد
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در ديده نمي هپارينو DEAEيعني شـود ولـي در عـوض

DEAE كه كمي سنگين تر از آلبومين است وجـود يك باند

كه با وز  .مطابقت دارد) kD72(ن مولكولي پروترومبين دارد

كـاهش شـدت بـه پارينهاين باند در مرحله استخراجي از

كـ مي و در عوض بـه ميـزان يـك بانـد ديگـر ه كمـي يابد

كـه در واقـع بـا گـردد تر از آلبومين است اضـافه مـي سبك

 خـالص كـه در سـتونIXدر مقايسه با فاكتور(IXفاكتور 

 وزني معـادل IXفاكتور زيرادمطابقت دار) آخر آمده است

kD60-57دارد .

K>�]:=��)�$�>�� H���7SDS-PAGE��% h��9� K#�$� :DEAE��AJ ����
 0% 4�� 
�� 0� 

��E��$* �
�
 ��\7 ��$� 07��7 N��6� =� $�\�� SU# &��
 �
 4�� 
��
$J 

�<��� S% ��M���� &��/ 
(CPP=Cryo Poor Plasma, F IX=Factor IX) 

N��1]:��� $� &)�$J�����$% H���7DEAE Z� =���<� $)�� =� 

�<��� �)i=pH(!mMae�<�) 

�mMae�$���4X�k �� /4'$� �� �\��� � D�7 h��9� ��ml/h]�b)-=n(

Volume (ml) FIXc: Ag Purity 
Specific 
activity  
(IU/mg) 

FIX: Ag 
(U/ml) 

FIX 
Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) e�C�"�� 

200 93/0-017/000/102/0±93/01±52CPP 
200 1-0006/003/001/0±03/01±49Filtrate

43 40/01/0002/005/001/0±02/01±10NaCl 0

35 -00002/0±5/1NaCl 1/0

45 -0000020/0±260/0NaCl 14/0

50 1102/001/001/0025/0±340/0NaCl 18/0

105 90/02245/022/001/0±20/0030/0±440/0NaCl 23/0

58 53/0150 390/103/0±02/1020/0±340/0NaCl 28/0

29 79/0165 3/392/105/0±52/1025/0±460/0NaCl 36/0

29 11/03/0006/009/001/0015/0±150/0NaCl 2

25 -0000010/0±055/0NaOH 
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N��1�:��� $� &)�$J�����$% H���7����P/ Z=���<� =� 

�<��� �� i=pH !e�$���mM �b �� �\��� �4'$�ml/h-	)-=n(

Volume (ml) FIXc: Ag Purity 
Specific 
activity  
(IU/mg) 

FIX: Ag 
(U/ml) 

FIX 
Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) e�C�"�� 

5/3762/0155 1/39/103/0±18/1025/0±380/0DEAE 
elute

187 62/0155 1/338/001/0±23/0005/0±075/0
Dilute 

5/1

187 00003/00002/0±035/0Filtrate

44 00003/00002/0±055/0NaCl 08/0

45 1/02/0010/001/0±01/0002/0±042/0NaCl 2/0

31 11/050160/001/0±07/0004/0±070/0NaCl 4/0

34 55/01450 2905/1002/0±58/0001/0±035/0NaCl 6/0

21 00008/00010/0NaCl 8/0

14 00004/00008/0NaCl 2

11 00001/00015/0NaOH 5/0

N��1-:&����� &)�$J�����$% =� 

�<��� �� ?��9� h��9� K#�$� 

Product 
Volume 

(ml) 

Load 
Volume 

(ml) 
FIXc/Ag 

FIXAg 
Protein

(%) 
Purity 

Specific 
activity  
(IU/mg) 

FIX: 
Ag 

(U/ml) 
FIX 

Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) e�C�"�� 

 آزمايشگاهي0179/0102/0±93/01±52>93/0006/01--
CPP 

87 200 62/02155 1/39/103/0±18/1025/0±380/0DEAE 
elute 

21 5/3755/0211450 2905/1002/0±58/0001/0±020/0Heparin 
elute 

��� 
شــد كــه در مقيــاس در تحقيــق حاضــر مشــخص

در صورتي كـه عـلاوه بـر IXآزمايشگاهي در تهيه فاكتور 

ــوني  ــويض يــ ــاتوگرافي تعــ از(كرومــ ــتفاده ــا اســ  بــ

DEAE-كـه( هپـارين از كرومـاتوگرافي تمـايلي) سفاروز

 فعاليت،دگرداستفاده) كننده كاتيوني هم دارد نقش تعويض 

IU/mg1/3و از فعاليت ويـژه يافته افزايش IXويژه فاكتور

 مرحلــهدرIU/mg29 بــه ســفاروز-DEAE مرحلــة در

رسـد كـه خلـوص آن در مقايسـه بـا مـي سفاروز-هپارين

در در حــالي. برابــر شــده اســت1450پلاســما حــدود  كــه

تفاده تنهــا از كرومــاتوگرافي تعــويض يــوني، خلــوص اســ

ضـمن ايـن كـه.دبـو برابـر پلاسـما155 حدود IXفاكتور

.بود02/0 در پلاسما كمتر از IXفعاليت ويژه فاكتور 

ــه ــارانش ب و همك ــون ــردن اندرس ــخص ك ــور مش منظ

در.ند مرحله استفاده نمودنـدچاز،IXخصوصيات فاكتور 

 اين در حالي بود،استفاده كردند سفادكس-DEAEابتدا از

به IXكه فعاليت ويژه فاكتور U/mg8/0 در اين مرحله فقط

.)7()سازي برابر خالص40(رسيد مي

.اي استفاده كردنـد مرحله مناچ وهمكارانش از روش دو

از آن كـه(دنـد نمو اسـتفاده سـفادكس-DEAEها در ابتدا

 را بـه IXويژه فـاكتورو فعاليت) همراه آن ديافيلتر هم بود 

U/mg1/2سـازي نسـبت برابر خـالص 105يعني( رساندند
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1- Hydroxyl Amino Propyl
2- Hydrophobic Interaction Chromatography 

و برنف، روش يـك مرحلـه.)8()به پلاسما اي ميچالسكي

روش اصـلي تهيـه كنسـانتره(تهيه كمـپلكس پروتـرومبين

اي را بـا روش دو مرحلـه) هـاي گذشـته تا سال IXفاكتور 

ر. مقايســه كردنــدIXتهيــه كنســانتره فــاكتور وش يــك در

ــه اصــلي( ســفادكس-DEAEاز،اي مرحلــه ــرين ژل تهي ت

) در واقع تهيه كمپلكس پروتـرومبينو IXكنسانتره فاكتور 

 در اين مرحله فقـط IX فعاليت ويژه فاكتور.استفاده كردند

U/mg1/1از ها سپسآن). سازي برابر خالص55يعني( بود 

ــه ا روش دو مرحل ــدا ــه در آن ابت ــد ك ــتفاده كردن ز اي اس

DEAE-مي سفاروز  IX فعاليت ويژه فـاكتوروشد استفاده

از برابـر خـالص145تقريبـاً(رساندميU/mg9/2را به تـر

ــه.)9()پلاســما و همكــاران از روش ســه مرحل اي هــوفر

ازآن.استفاده كردند از سفادكس-DEAEها ابتدا و سـپس

DEAE-دنـد كـه خلـوص آن در ايـن نمو استفاده سفاروز

به( برابر پلاسما بود 200و50ترتيببه مراحل ترتيب يعني

ــژه ــت وي ــادل فعالي ــهU/mg4وU/mg1اي مع ــود را ب وج

اي از روش دو مرحلـه در تحقيق حاضر نيـز.)10()آوردند

از. استفاده گرديده اسـت  اسـتفاده سـفاروز-DEAE ابتـدا

U/mg1/3 بـه IX كـه طـي آن فعاليـت ويـژه فـاكتور شده

و اي هـاي ويـژه اگر اين فعاليت ويژه با فعاليترسيده است

كه نسبتمي مشخص، مقايسه شود شرح داده شد كه گردد

 خلـوص بهتـري،اي تعويض يوني هاي يك مرحله روش به

به به و خلوصي نزديك اي هـاي دو مرحلـه روش دست آمده

.فراهم شده استتعويض يوني

ــود از ــار خ ــه دوم ك ــارانش در مرحل و همك ــن  اندرس

و فعاليت ويژه فاكتور سفاروز-هپارين  را IX استفاده كردند

سازي برابرخالص345( رساندندU/mg9/6بهU/mg8/0 از

و  ) خلوص نسبت به مرحله قبل برابر5/8نسبت به پلاسما

-هپارينو بعد از آن در مرحله سوم مجدداً از همين ستون

و فعاليــت ويــژه فــاكتور ســفاروز ــIX اســتفاده كردنــد ه ب

U/mg5/23سـازي نسـبت برابر خـالص1175يعني( رسيد

و  به مرحله قبل4/3به پلاسما منـاچ). برابر خلوص نسبت

كـه مرحله دوم از دكستران استفاده كردندو همكارانش در 

 رسـيدU/mg4/17 بـهU/mg1/2در نهايت فعاليت ويژه از 

و برابر خالص870كه معادل( 3/8سازي نسبت به پلاسـما

به مرحلـه قبـل بـودر براب در). نسبت و برنـف ميچالسـكي

از) در مقيـاس توليـدي(ادامه مقايسه خـود   درمرحلـه دوم

IXاستفاده كردند كه فعاليت ويـژه فـاكتور سفاروز-هپارين

 برابـر 550تقريباً(رساندميU/mg9/10بهU/mg9/2را از

و خالص ). تر از مرحلـه قبـل خالصبرابر75/3تر از پلاسما

سه مرحلـهه و همكاران در ادامه روش از وفر -هپـارين اي

كه خلوص فاكتور سفاروز  در اين مرحلـه IX استفاده كردند

يعنـي(بـود) برابر مرحله قبـل5/12و( برابر پلاسما 2500

در تحقيــق). رسـيد U/mg50 بــهU/mg4فعاليـت ويـژه از 

دهشـ استفاده سفاروز-هپارينحاضر نيز در مرحله دوم از 

طي آن فعاليت ويژه فاكتور است  بـهU/mg1/3 از IXكه در

U/mg29 از برابــر خــالص1450يعنــي( رســيده اســت تــر

و  از خالص برابر3/9پلاسما اي بـا مقايسـه). مرحله قبل تر

و آن چـه كـه در سـطور بـالا گذشـت ،بين تحقيق موجود

مي مشخص مي تـوان فعاليـت ويـژه شود كه با تغيير شرايط

از را IXفــاكتور  بــه ســفاروز-هپــاريندر مرحلــه اســتفاده

.هاي متفاوت افزايش داد نسبت

و همكار اسـتفادهاي انش نيز از روش دو مرحله برانويچ

از.كردند هـايو در نهايت از ستون سفاروز-DEAE ابتدا

و فعاليت ويژه فاكتور   U/mg28به IXمنوليتيك استفاده شد

هــاآن.)از پلاســمارتــ برابــر خــالص1400تقريبــاً(رســيد

HAP 1كـه از دو سـتون چنين نشان دادنـد كـه هنگـامي هم

 IXفعاليت ويژه فاكتور ميزان، استفاده گرددHIC2وسپس از

).تر از پلاسما برابرخالص750(رسدميU/mg15به

����� ���� 
 در اين مطالعه اضافه نمودن يك مرحلـه كرومـاتوگرافي

 انعقـادي از IXرين در تهيه فـاكتور تمايلي با استفاده از هپا

و فعاليـت پلاسماي انساني، موجب افزايش درجه خلـوص

 از IXميــزان فعاليــت ويــژه فــاكتور. ويــژه آن گرديــد 

IU/mg1/3بهIU/mg29 و خلوص آن در مقايسه با ميـزان

بـا اسـتفاده از كرومـاتوگرافي( برابـر155آن در پلاسما از

ا1450به)تعويض يوني .فزايش يافت برابر

���
��� � ���  
 از پرسنل محترم بخـش تحقيقـات بدينوسيله دانيم لازم مي
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و خانم و هـا صـديقه چابـك آقاي بهزاد اديبي صـديقه پـي

زاده از بخـش انعقـاد آقاي دكتر كرباسـي همچنين نوروزنيا

و  سازمان كه در ايـن پـروژه مـا را يـاري نمودنـد، تشـكر
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Improving purification of coagulation F IX using  
heparin affinity chromatography and its comparison  

with ion exchange chromatography 
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Abstract 
 
Background and Objectives 
Hemophilia B is a genetic disorder due to deficiency or complete absence of factor IX 
coagulation factor. Treatment of choice for these patients is use of factor IX concentrates. 
Therefore, purification of plasma proteins and seperation of factor IX have been major 
objectives for scientists involved in this field. In this respect, purification procedure using ion 
exchange chromatography is widely used, but in the past decade affinity chromatography was 
also introduced. The objective of the present study has been to apply both techniques for the 
purification of factor IX and compare the quality and yield of the product. 
 
Materials and Methods 
For the purification procedure, chromatography columns (XK-16), containing DEAE 
sepharose and Heparin sepharose were used. Factor IX coagulation activity was measured 
using a one-stage coagulation assay and factor IX antigen was quantified using ELISA 
technique.  
 
Results 
The specific activity and relative increase in purity of factor IX was calculated and it was 
demonstrated that specific activity improved from 3.1 IU/mg using DEAE ion exchange to 29 
IU/mg when affinity chromatography was added and purity was increased from 155 to 1450 
respectively. 
 
Conclusions 
The present study demonstrates that addition of an affinity chromatography step using heparin 
sepharose is a major improvement in the purification of factor IX, where both specific activity 
and purity are increased considerably. 
 

Key words: Heparin affinity chromatography, Factor IX, Hemophilia B, Ion exchange 
chromatography 
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