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Eljaras heparin eléallitasara, hizosejttenyészetekboél kiindulva

Kivonat
A talalmany targyat egy hizosejttenyészetekbdl kiinduld heparinelSallitasi eljaras ké-

pezi. A talalmany szerinti eljaras alkalmazasakor a kiindulasi anyag elénydsen sertéseredetii

hizosejtek tenyészete.
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Eljaras heparin eléallitisara, hizésejttenyészetekbdl kiindulva

A talalmany targyat egy hizosejttenyészetekbdl kiindulé heparinel$allitasi eljaras ke-
pezi. A talalmany szerinti eljaras alkalmazésakor a kiindulasi anyag eldnyésen sertéseredeti
hizosejtek tenyészete.

A heparin a glikozaminoglikan (GAG) csaladba tartozé vegyiilet, a csalad tagjait egy
aminocukorbdl (D-gliik6zaminbdl vagy galaktézaminbol) és egy uronsavbol (D-gliikuronsav-
b6l vagy iduronsavbol) all6 diszacharid ismétlédését tartalmazé linearis poliszacharidok al-
kotjak.

A heparan szulfattal egyiitt a gliikézaminoglikan alcsaladba tartozé heparin esetében
az aminocukor D-gliikzamin. A molekula esetében az uronsav vagy gliikuronsav (Glc) vagy
iduronsav (Ido). A gliikkézamin N-acetilalt, N-szulfatalt vagy O-szulfatalt lehet.

A ,heparin” megnevezés hagyomanyosan olyan nagymértékben szulfatalt poliszacha-
ridokra vonatkozik, amelyekben a giikézamin reziduumok tébb mint 80%-a N-szulfatalt, és az
O-szulfatok szama nagyobb, mint az N-szulfatoke. A heparin esetében a szulfat/diszacharid
ardny altalaban nagyobb mint 2. A heparin szerkezcte ugyanakkor rendkiviil heterogén és
nagymeértékben eltérd szulfat/diszacharid arannyal jellemzett lancokat is tartalmazhat.

A t5bbi GAG-hoz hasonléan a heparin proteoglikanként szintetizalodik. A szintézis
elényodsen hizésejtek egy alcsoportjaban, az in. savoshartya- vagy kotdszoveti eredetl hizo-
sejtekben (CTMC-kben) megy végbe. Ezek a hizésejtek nagy szamban fordulnak el6 a bérben
és a légzoszervek szubmuko6zajaban. Elettartamuk nagyon hosszi, altaldban legalabb hat ho-
nap. A heparin mellett heparan-szulfatot és kimutathato mennyiségii (allatfajtol fliggden meg-
kozelitéleg 10 pg/sejt) hisztamint is tartalmaznak.

A heparinszintézis els6 1épése a szabalyosan valtakoz6 szerin és glicin aminosavakat
tartalmazé szerglicin proteinmag kialakitasa. A heparinlanc meghosszabbitasa tetraszacharid-
b6l indul ki, és ozamin és uronsav egymast koévetd hozzaadasaval megy végbe.

A fentiek szerint kialakitott proteoglikan tobb egymast kovetd atalakitasi 1épésen
megy ét, ilyenek az N-deacetilezés, N-szulfatalas, D-gliikuronsav epimerizalas és O-szulfata-
las.

Az emlitett teljes érési folyamat azonban csak a proteoglikan egy részén megy végbe,
ez az oka a heparin heterogenitasaért felelds jelentds szerkezeti valtozékonyagnak.

A poliszacharid lancokat ezutan egy endoglitkuronidaz hasitja le a szerglicin magrol.

Az emlitett 1ancok molekulatomege ekkor 5000 és 30000 Da kozétt valtozik. A lancok alkali-
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kus proteazokkal komplexet kepezve tarolédnak a hizésejtek granulumjaiban. A heparin csak
a hizésejtek degranulalodasa soran valik szabadda.

A heparin elsGsorban a véralvadasi mechanizmusban t5lt be fontos bioldgiai szerepet,
ezzel 6sszefiiggésben elsdsorban véralvadas- és trombusképzédés-ellenes hatéanyagként szé-
les korben alkalmazzak a gydgyaszatban.

Jelenleg a felhasznalt heparin donté hanyadat sertés bélnyalkahartyabdl nyerik ki pro-
teolizis, majd anioncserélé gyantan végzett tisztitas alkalmazasaval [a heparin-eldallitas kii-
16nféle modszereinek osszefoglalé ismertetése megtalalhaté pl. a kovetkezd publikaciéban:
Duclos: ,,L’Héparine: fabrication, structure, propriétés, analyse”, kiad.: Masson, Parizs
(1984)].

A molekula természetes heterogenitasa mellett a forrasaul szolgalé allatcsoportok kii-
16nbozosége is hozzajarul az eldallitott heparin bioldgiai aktivitasanak jelent6sen eltérd mér-
tékéhez. Mindemellett az elegendé mennyiségii nyersanyaggal valé folyamatos ellatas is ne-
hézségekbe iitkozik.

Korabban mar felvetették emlésokbél szarmazé sejtek GAG vagy proteoglikan-el6alli-
tasra torténd alkalmazasat.

A WO 99/26983 szamu nemzetkozi kozzétételi iratban heparin tipusi vegyiiletek, pl.
proteoglikanok (HEP-PG) vagy glikozaminoglikanok (HEP-GAG) patkany hizdsejtekbol tor-
téné eléallitasat ismertették. Az emlitett vegyiiletek azonban nem tekintheték heparinnak, az
izolalt sejtek nem stabil sejtvonalak, emellett a szabadalmat benyujté az izolalt sejtek fibrob-
lasztokkal torténd egyiittes tenyésztését javasolta.

Wang ¢s Kovanen kozleménye 1s patkany savoshartya eredetd hizosejtek izolalasara és
proteoglikdnok beldliik t6rténd elsallitasara szolgald eljarast ismertctett [Wang és Kovanen:
Circulation Research 84, 74 (1999)]. Mint a WO 99/26983 szamui nemzetk6zi kozzétételi irat
esetében, a proteoglikanok el6allitasara alkalmazott sejtek itt sem stabil sejtvonalba tartoztak,
hanem csupén izolalt majd proteo glikanok termelése érdekében stimulalt sejtek voltak.

A kutatasi jelentésben emlitett WO 90/14418 szamu nemzetkozi kozzétételi iratban
egér mastocytomakbol (hizésejtes daganatokbdl) eldallitott sejtvonalakat ismertettek, vala-
mint azok heparin eldallitasara tortént alkalmazasat mutattak be. Az emlitett sejtek daganatos
eredetiiek, ami egészségiigyi szempontbol aggalyos lehet. Montgomery és mtsai. egy kozle-
ménye is eger mastocytomak izolalasaval foglalkozott [Montgomery és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 89, 11327 (1992)].

Talalmanyunk konnyen elérhetd homogén, stabil tulajdonsagokkal rendelkez6 nyersa-

nyag alkalmazasaval megoldast kinal a nyersanyagellatassal kapcsolatban a fentiekben felso-
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rolt minéségi és mennyiségi problémakra és allandé mindségii heparin eldallitasat teszi lehe-
tové.

Kimutattuk, hogy hizosejttenyészetekbdl a sertés bélnyalkahartyabol kivonttal 6ssze-
vethet6 tulajdonsagokkal rendelkezd, jelentés mennyiségii heparin allithatd el8. A sejttenye-
szetek nyersanyagként torténd alkalmazasaval megvaldsithaté a heparinszintézis feltételeinek
szabalyozasa és reprodukélhaté jellemz8kkel rendelkez termék eldallitasara nyilik lehetdseg.

A talalmany targyat heparin eldallitasara szolgald eljaras képezi, amelynek soran ser-
tés eredetii hizésejtek tenyésztésére, majd a tenyészetekbdl heparin kivonasara keriil sor.

Az emlitett hizosejttenyészetek elényosen sertés eredetii hizosejt-vonalak.

A tenyészet” kifejezés altalanossagban in vitro tenyésztett sejtet vagy sejtcsoportot
jelsl. Az allathdl nyert sejtbSl vagy szovetmintabdl kialakitott tenyészetet ,.elsédleges (pri-
mer) tenyészetnek” nevezziik. A ,,vonal” kifejezést legalabb egy passzazs, altalaban pedig
szdmos egymast kovetd sikeres passzalas eredményeként kapott tenyeszetre alkalmazzuk
[Schaeffer: In Vitro Cellular and Developmental Biology 26, 91 (1990)].

Az emlitett hizésejtek elénydsen sertés eredetii hizdsejttenyészetekbdl, kozelebbrdl az
FR 0113608 szamu franciaorszagi szabadalmi iratban, valamint a ,,Cultures de mastocytes de
porc et leurs utilisations” (sertés eredetti hizésejttenyészetek és azok alkalmazasa) cimi, a je-
len szabadalommal egy id6ben az INRA és az ENV A nevében benytijtott nemzetkozi bejelen-
tésben leirtak szerint el8allitott hizosejttenyészetekbdl szarmaznak. Az emlitettek koziil a ta-
lalmany szerinti megoldas szempontjabdl elényds tenyészetek a kovetkezok:

az INRA (147 rue de I’Université, 75007 Parizs, Franciaorszag) altal a CNCM-nél
[Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (Nemzeti Mikroorganizmus-tenyészet
Gyiijtemény), Pasteuer Institute, 26 rue du Docteur Roux, 75724, Parizs, CEDEX 15, Francia-
orszag] 2001. oktdber 17-én 1-2735 szamon letétbe helyezett, magzati sertésmajbdl szarmazo
hizésejt-vonal;

az INRA altal a CNCM-nél 2001. oktéber 17-én 1-2736 szadmon letétbe helyezett,
magzati sertésmajbol szarmazé, az SV40 virus T-antigénnel transzfektalt hizosejt-vonal,

az INRA altal a CNCM-nél 2001. oktéber 17-én 1-2734 szamon letétbe helyezett,
magzati sertés csontvel6bdl szarmazo, az SV40 virus T-antigénnel transzfektalt hizosejt-vo-
nal.

Az emlitett hizdsejtek elénydsen ,,5avos” hizosejtek.

Az emlitett hizdsejtek tenyésztésére elonydsen egy vagy t6bb novekedési faktorral, pl.
1 ng/mL és 1 pg/mL kozotti koncentracioju SCF-fel (Stem Cell Factor, ssejt faktorral), vagy

adott esetben 0,1 ng/mL és 100 ng/mL kozotti koncentraciéju IL3-mal (interleukin 3-mal),
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és/vagy 1 nM és 1 pM kozotti koncentraciéju PGE2-vel (prosztaglandin E2-vel) kiegészitett
definialt tenyésztékdzegben kertil sor.

A tapkozeg 0,5% és 20% (térfogatszazalek) k6z6tti mennyiségli szarvasmarha szérum-
mal is kiegészithetd.

A protein-koncentracié csokkentése és az allati eredetii vegyiiletek alkalmazésaval
kapcsolatos veszélyek mérséklese érdekében a tapkozeg szarvasmarha szérum helyett szérum-
mentes tapkozeggel, pl. AIMV-vel (Invitrogen) is kiegészitheté [Kambe és mtsai.: J. Immu-
nol. Methods 240, 101 (2000)].

A sejtek fenotipusanak transzformer és/vagy ,halhatatlanna tevé” agensekkel végzett
szabalyozott atalakitisa segitségével szérum és/vagy novekedési faktorok hozzaadasatol fiig-
getleniil 0szt6do sejtek eléallitasara is lehetdség van [Tsuimura: Pathology International 46,
933 (1996); Piao és Bernstein: Blood 87, 3117 (1996)].

A hizésejtek tenyésztésére eukariota sejtek tomeges tenyésztésére kidolgozott eljara-
sok vehetSk igénybe [ld. pl. Griffiths és mtsai.: Animal Cell Biology, 3. kétet, pp. 179-220.,
szerk.: Spier és Griffiths, kiad.: Academic Press, London (1986)]. A tenyésztéshez tébb kob-
méteres befogadéképességli bioreaktorok is alkalmazhatok [Id. pl. Philips és mtsai.: Large
Scale Mammalian Cell Culture, szerk.: Feder és Tolbert, kiad.: Academic Press, Orlando
USA (1985); Mizrahi: Process Biochem. augusztus, 9, (1983)].

A tenyésztés szuszpenzidban, vagy van Menzel médszere szerint mikrohordozé alkal-
mazasaval is elvégezhetd [van Menzel: Nature 216, 64 (1967)].

A fenti célra az ipari méretii sejtelSallitasra valé rendkiviil konnyti alkalmazhatésaguk
miatt eukariota sejtek tenyésztésére hasznélt tételes tenyésztérendszerek (,,batch culturing
systems”) is igénybe vehetdk [Vogel és Todaro: Fermentation and Biochemical Engineering
Handbook, 2. kiadas, kiad.: Noyes Publication, Westwood, New Jersey, USA (1997)]. Ezek-
kel a rendszerekkel altalaban 106 és 5x106/mL koz6tti sejtkoncentracio érhetd el.

A tételes tenyészetek termelékenysége elonydsen fokozhato a sejtek egy részének (70-
90%-4nak) a GAG kivonas és a heparin izolalas céljabol a bioreaktorbdl torténd eltavolitasa-
val és a maradék sejtmennyiség ij tenyészet beinditisara torténd igénybe vételével. Ebben az
» tételes tenyésztési rendszerben az optimalis sejtnovekedést, valamint a GAG ¢s a

,,ismételt
heparin nagyobb mértékii sejtbeli felhalmozodasat eredményezé tenyésztési korilmények

megkiilonboztetésére is lehetdség nyilik.
A fenti cél elérésére sejtvisszatartassal vagy anélkiil iizemeld, folyamatos perfuziéval
taplalt tenyésztési rendszerek is igénybe vehetdk [Velez és mtsai.: J. Inmunol. Methods 102,

275 (1987); Chaubard €s mtsai.: Gen. Eng. News 20, 18 (2000)]. A talalmany szerinti megol-
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dasban kiilénésen a reaktorban torténd sejtvisszatartassal iizemeld, a tételes tenyésztési rend-
szereknél jobb sejtndvekedést és nagyobb sejtmennyiséget eredményez0 rendszerek alkalmaz-
hatok elénydsen. A sejtvisszatartas porgd-sziirGs (,,spin-filter”), lireges szal vagy szilard mat-
rix alapu retencids rendszerrel valosithaté meg [Wang és mtsai.: Cytotechnology 9, 41 (1992);
Velez és mtsai.: J. Immunol. Methods. 102, 275 (1987)]. A mddszerrel altalaban 107 és
5x107/mL kozotti sejtkoncentracié érhetd el. A bioreaktorban torténd tenyésztés az online ér-
zékel6knek koszonhetden a sejtnovekedés fiziko-kémiai paramétereinek [pH, pO2, red/ox,
névekedési szubsztratok, pl. vitaminok, aminosavak, szénalapi szubsztratok (pl. gliikéz, fruk-
t6z, galaktdz), metabolitok, pl. tejsav, vizes ammonia stb.] jobb ellendrzését teszi lehetove,
valamint javitja a GAG és a heparin sejtbeli felhalmozdédasanak mérteket.

A sejtek kinyerésére és a tenyészt6kozegtol torténdé megtisztitasara az emlitett koriil-
mények kozott altalaban centrifugalas vagy sziirés vehetd igénybe a tenyésztés 3. és 30. napja,
altalaban pedig a tenyésztés 3. és 10. napja kozott.

A centrifugalasra szamos kiilonféle centrifugarendszer alkalmazhato, ilyenek pl. a Vo-
gel és Todaro 4ltal emlitettek [Vogel és Todaro: Fermentation and Biochemical Engineering
Handbook, 2. kiadas, kiad.: Noyes Publication, Westwood, New Jersey, USA (1997)].

A szétvalasztas alternativ modon, vagy centrifugalassal kombinaltan a sejtek atlagos
Atmérdjénél (5-20 pm) kisebb porusatmérdji, az oldat/szuszpenzié egyéb elemeit azonban
szabadon 4tengedé membranokat alkalmazé tangencialis mikrosziiréssel is megvaldsithatd. A
membranok eltomédésének megakadalyozasa és a sejtek épségének megdrzése érdekében a
tangencialis aramlas és a membrant ér6 nyomas mértékének megallapitasakor alapvetd szem-
pont a csekély mértékii nyiréerd (5000/mésodperc alatti Reynolds szam) kialakitasa.

A fenti beavatkozasra kiilonféle membranok vehetdk igénybe, ilyenek pl. a spiralis
membréanok (Amicon, Millipore), valamint a sikmembranok vagy az iireges szalak (Amicon,
Millipore, Sartorius, Pall, GF).

Olyan membranok is alkalmazhatdk, amelyek porozitasa, toltése vagy megkotd keépes-
sége (,grafting”) lehet6vé teszi a sejteknek a tenyésztokozegben potencialisan jelen 1€v6
szennyez6 anyagoktol, pl. sejtproteinektdl, DNS-t8l, virusoktol vagy mas makromolekuldktol
torténd szeparalasat és elsédleges tisztitasat.

A talalméany szerinti megoldasban olyan termelési és sejtkinyerési eljarasok alkalmaz-
hatok, amelyek lehetévé teszik a GAG-ok és a heparin intracellularis megérzését, azonban a

GAG-ok és a heparin a sejtek lizise vagy degranulalédasa utan a tenyésztdkozegbdl is kinyer-

hetok.
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A degranulalédast specifikus ligandumoknak a hizosejtek felszinén jelen 1év6 recepto-
rokhoz térténd kotédése idézheti eld, ilyen hatasi pl. az allergén tipusu agenseknek (pl. IgE
Fc fragmens vagy annak analégjai) a hizésejtek IgE receptoraihoz torténé kotédése. Ha szét-
valasztasi lépés idejére a hizésejtek egy részének vagy mindegyikének degranulalodasa vagy
lizise kovetkeztében a heparin kikeriilt az intracellularis térbol, kisebb pérusatmérdji memb-
ranok is alkalmazhatok. Ebben az esetben a sejtszétvalasztas egy vagy tobb membranon ke-
resztiil torténé ultrasziiréssel kothetd 6ssze. Az alkalmazott membranok porozitasa €s szerke-
zete lehetévé teszi a heparin koncentralasat és a tapkozegben 1évé egyéb molekuldktol azok
méretén, molekulatsmegén, és adott esetben elektromos toltésén vagy bioldgiai tulajdonsaga-
in alapul¢ elkiilénitéseét.

A talalmany szerinti megoldasban a membranok ateresztSképességének hatéarértéke
elénydsen 1000 és 5000 Da kozotti. Az eljaras sordn a mikrosziiréshez alkalmazott membra-
nokhoz hasonlé membranrendszerek veheték igénybe, ilyenek pl. a spirdlis membranok, a sik-
membranok vagy az iireges szalak. Elénydsen alkalmazhatok olyan membranok, amelyek to1-
tési tulajdonsagaik vagy heparinnal szembeni affinitast mutato ligandumokat (pl. ellenanyago-
kat, ATIII-at, lektint, peptideket, nukleotidokat stb.) megkotd képességiik alapjan lehetévé te-
szik a heparin szeparalasat és kitisztitasat.

Hizésejt degranulalédast egyéb agensek is eldidézhetnek. Ezek lehetnek pl. citotoxi-
kus agensek, enzimek, poliszacharidok, lektinek, anafilatoxinok, bazikus vegyiiletek (48/80
jelii vegyiilet, P-anyag stb.), kalcium (A23187 ionofor, ionomicin stb.) [D. Lagunoff és T. W.
Martin: ,,Agents that release histamine from mast cells”, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 23,
331 (1983)]. Egy adott degranulalo agens ugyanazokon a tenyésztett sejteken ismételten is al-
kalmazhaté. Ez a termelési eljaras a feliiluszobol torténé kinyerés egyszertsitese és a sejtek
tenyészetben tartasa miatt fokozott termelékenységet biztosit.

Az A23187 jelii ionofor esetében példaul a hizdsejtek degranulalodasa milliliterenként
2x106 hizésejt 1-100 pg/mL A23187-vel 1 perc és 4 éra kozotti ideig torténd inkubalasaval
idézhet6 elo.

A hizésejtek lizise eléidézhetd pl. hipotonids vagy hiperténias oldatokkal végzett oz-
motikus sokkal, hésokkal (fagyasztassal/kiolvasztassal), mechanikus sokkal (pl. szonikalassal
vagy nyomasvaltoztatassal, kémiai anyagokkal (ilyenek pl. a NaOH, a THESIT™, az
NP40™, a TWEEN 20™, a BRIJ-58"™, a TRITON X™-100 stb.), enzimatikus lizissel (pl.
papainnal, tripszinnel stb.), vagy két vagy tobb elébb emlitett eljaras kombinalasaval.

A heparin sejtlizatumbol torténd kivonasara és kitisztitasara, a poliszacharid lancok

szerglicin magtol torténd elvalasztasara, valamint a heparinnak a kivonasi kozegben levo
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egyéb GAG-oktdl torténd elkiilonitésére a heparin allati sz&vetekbdl torténd kivonasara és ki-
tisztitasara altalaban alkalmazott és pl. Duclos fentebb emlitett munkajaban is ismertetett elja-
rasokhoz hasonlé mddszerek vehetdk igénybe.

A heparin nukleinsavaktdl és sejtproteinektdl torténd elkiilonitése és oldhatova tétele,
vagyis a szerglicin magon beliili kotések megsziintetése nem kizarélagos modon a kovetkezd
1épésekben valo6sithato meg:

a sejtlizatum egy vagy t6bb enzimes (pl. pronazos, tripszines, papainos stb.) emésztési
lépésnek vethetd ala;

a heparin-protein kotések alkalikus kézegben, szulfatok vagy kloridok jelenléteben
hidrolizalhatok;

a sejtb8l szarmazé nukleinsavak és proteinek roncsolasa érdekében savas kézegben
(pl. hideg triklérecetsavban) végzett kezelés is végezhetd, amit a GAG-protein kapcsolatokat
disszocialo ionos oldat hozzaadasa egészithet ki,

az enzimatikus hidrolizist kévetéen guanidines kivonas is végezhetd; az oldhatova tett
heparin kitisztitasara pl. kalium-acetattal, kvaterner amoniumvegyiilettel, vagy acetonnal stb.
végzett precipitalast is igénybe lehet venni.

Az emlitett tisztitasi 1épések eldnydsen egy vagy tébb kromatografias lépéssel, koze-

lebbrél anioncserés kromatografias vagy affinitas-kromatografias lépésekkel egészithetSk ki

vagy helyettesithetok.

A talalmany targyat képezik tovabba a hizdsejt tenyészetekbdl talalmany szerinti elja-
ras segitségével eldallitott heparin-készitmények is.

A korabban ismert eljarasokkal allati szovetekbdl elballitott heparin-készitményekkel
sszevethetd biologiai tulajdonsagokkal rendelkezé talalmany szerinti heparin-készitmények
a heparin barmely szokasos alkalmazasa soran igénybe vehetok.

A jobb érthet8ség kedvéért a talalmany szerinti megoldast a kdvetkezGkben a heparin

hizosejttenyészetekbdl torténd elballitasat és a kinyert heparin jellemzését bemutatd példakon

keresztiil ismertetjiik.

1. példa
Heparin kivonas hizdsejttenyészetekbdl

Hizdsejtek tenyésztése

A vizsgalatban sertés magzati majbol szarmaz6 hizosejt-vonalat és SV40 virus T-anti-

génnel transzfektalt, sertés magzati majbél szarmazd hizdsejt-vonalat (CNCM 1-2735 és

CNCM 1-2736) alkalmaztunk.
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A sejteket 105-5x105 sejt/mL ko6z6tti koncentracioban sertés IL3-mal (2 ng/mL) és
sertés SCF-fel (80 ng/mL) kiegészitett komplett MEMa tapkdzegbe juttattuk.

A tenyészeteket tenyésztdedényben vagy 1 literes forgd palackban szuszpenzidban al-
litottuk elS. A sejtnovekedést 4-12 napon keresztiil naponta ellendriztiik. A heparintermelést
ezzel parhuzamosan, a tenyészet altal termelt glikozaminoglikanok elemzésével kévettiik nyo-
mon. A vizsgalat eredményeit az 1-5. abrak mutatjak be.

Az 1-3. abrak tenyésztGedényben, statikus tenyészetben (1. 4bra, kezdeti sejtmennyi-
ség @: 1x105 sejt; WM:2x105 sejt), valamint palackbeli szuszpenzidban (2. abra) tenyésztett
majeredetii hizosejtek, tovabba palackbeli szuszpenzidban tenyésztett transzfektalt majeredetii
hizésejtek (3. abra) névekedését szemléltetik.

Ezekben a kisérletekben a palackbeli szuszpenzids tenyészetek maximalis sejtsiiriisége
kb. 8x105 sejt/mL (nem transzfektalt sejtek esetében) €s kb. 1,5x106 sejt/mL (transzfektalt
sejtek esetében) kozott véltozott. Az exponencialis novekedési fazis alatt szamitott megkettS-
z6dési id6 24 és 48 ora kozott valtozott.

Glikozaminoglikan tisztitas

A beavatkozas soran a proteoglikdnok hasitdsa és az ionos GAG/protein kolcsénhatas-
ok kialakulasinak megakadalyozasa érdekében a sejteket ligos kozegben sO jelenlétében hid-
rolizaljuk.

Az emlitett eljaras a kovetkezd 1épéseket foglalja magaban.

1. Natrium-hidroxidos kezelés fiziologias séoldatban. A 1épés célja a sejtek roncsola-
sa, valamint a heparin és az azt hordozé protein kozti kotések megsziintetése.

Ebben a 1épésben 106 sejthez 100 pL 1 M NaOH-ot és 800 pL 0,5 M NaCl-ot adtunk.
Az igy kapott keveréket vizflirdében 80°C-on 30 percig melegitettiik, majd 5 percig ultra-
hanggal kezeltiik (szonikaltuk), ezt kovetSen pedig 1 N HCl-dal neutralizaltuk.

2 Kivonas. A hidrolizalt mintat anioncseréld gyantat tartalmaz6 oszlopra toltottiik
(SAX, Varian), amely visszatartja a heparint. Az oszlopot a proteinek és az egyéb GAG-ok,
mindenekelétt a dermatan eltavolitasa érdekében 0,5 M NaCl-ot tartalmazo Tris/HCI puffer-
ben (pH = 7,4) harom alkalommal mostuk. A heparint ezutan 3 M NaCl-ot tartalmaz6é 1 mL
Tris/HCI pufferrel (pH = 7,4) elualtuk.

3. Sétalanitas/liofilizalas. A natrium-klorid alabbiakban ismertetendd egyes analitikai
modszerek elvégzéséhez sziikséges eltdvolitasat L,SEPHADEX G10” gélen végzett sztérikus
kizarasos kromatografiaval és vezetSképesség-méréssel végeztiik. A begylijtott heparin frakci-

okat a minta koncentralasa érdekében liofilizaltuk.
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Poliakrilamid-gélelektroforézis

Ez az eljaras alkalmas a GAG-ok méretiik és toltésiik alapjan torténd szétvalasztasara,
valamint a heparin jelenlétének vagy hidnyanak gyors megallapitasara.

A fentieknek megfelelden eldallitott tisztitott készitmény 20 pL-ét 30 — 1 kDa koz6tti
nagysagii molekuldk szétvalasztasara alkalmas (10-20% gradiens) Trisz/tricin poliakrilamid-
gélre toltottiik. Ugyanezen a gélen 25 ng dermatant, 25 ng SPIM standard sertéseredetii hepa-
rint (sertés bélnyalkahartyabol nyert heparin 4. nemzetkozi standardjat), valamint sertés bél-
nyalkahartyabol kivont, natrium-hidroxid kezeléssel, valamint a fentieknek megfeleld koriil-
mények kozott anioncserélé gyanta alkalmazésaval kitisztitott heparint is futtattunk.

A glikozaminoglikanok kimutatasara alkalmas az alciankék-oldat, majd eziist-nitrat al-
kalmazasaval végzett kettés festés (az eziist-nitrdt Snmagaban csak a proteineket festi meg)
[Al-Hakim és Linhardt: Applied and Theoretical Electrophoresis 1, 305 (1991)]. A géleket a
festést kévetSen a kiilonbozé GAG-ok kimutatasa érdekében szkennerrel (Bio-Rad) olvastuk
le. A heparin kimutatasi hatarértéke 10 ng/csik.

A kisérlet eredményeit az alabbi 1. tablazatban foglaltuk dssze, ahol a sejtek altal ter-

melt heparin mennyiségét pg/106 sejt értekben adtuk meg.

1. tablazat
Kinyerés napja 3 4 5 6 7 10 11 14
Maijsejt, edény 26 | 3,5 | 44 | 65 3,7 | 42 - 8,1
Transzfektalt majsejt, edény 26 | 69|90 11,7108 | 85 | 54 | 7,1
Maijsejt, palack 1,2 - - - - - - -
Transzfektalt majsejt, palack - 2,1 - - - - - -

A fenti eredményeket mutatja be a 4. abra is (gorbe: sejtpopulacid; oszlopok: heparin-

termelés).
A 4. dbra a tenyésztéedényekben statikus tenyészetben novekvd, majeredetii hizésej-

tek heparintermelését szemlélteti.

A heparin-koncentracio altaldban 2-14 ng/106 sejt statikus tenyészetben vagy szusz-

penzidban.

2. példa
Hizbsejttenyészetekbdl szarmazé heparinkészitmény jellemzése

HPLC-vel megallapitott diszacharid-profil
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A diszacharid-osszetétel alapjan a heparin elkiilonithetd az egyéb glikozaminoglika-
noktol.

A tenyésztett hizésejtek éltal termelt glikozaminoglikanok diszacharid-profiljat Lin-
hardt és mtsai. eljarasa szerint allapitottuk meg [Linhardt és mtsai.: Biomethods 9, 183
(1997)].

Az 1. példaban leirtak szerint eléallitott GAG-készitményt Flavobacterium heparinium
heparinazok kevereke (Heparinaz L, II. és IIL.; Grampian Enzymes) alkalmazaséaval depolime-
rizaltuk. A reakcio koriilményeit Linhardt és mtsai. fentebb idézett kézleménye tartalmazza.

Kontrollként azonos koriilmények kozott SPIM standard heparint is depolimerizal-
tunk.

Az emlitett koriilmények kozott a depolimerizalas teljes mértékben végbemegy és di-
szacharidokat eredményez.

Az N-szulfatalt vagy N-acetillt nyolc f6 diszacharidot az 5. abra mutatja be.

UV detektalas

Az emlitett diszacharidokat a Linhardt és mtsai. fentebb idézett koézleményében leirtak
szerint anioncserélé oszlop alkalmazasaval szeparaltuk és azonositottuk.

A kisérlet eredményei a 6. dbra mutatja be. Az abran a magzati maj eredeti hizésejtek
palackos tenyészete altal termelt heparinkészitmény diszacharid-profiljat (W) és a standard he-
parin diszacharid-profiljat (O) tiintettiik fel.

Az eredmények alapjan a SPIM sertéseredetii referencia heparinban jelen 1év6 disza-
charidok eltéré aranyban bar, de jelen vannak a hizésejt-eredetli heparinban is. Az IS/IIS
arany 3,7.

Fluoreszcencias detektalas

Egy hasonld, fluorimetrias eljarassal lehet6ség van csupéan a heparinra jellemzd IS és
[IS diszacharidok mennyiségi meghatarozasara, valamint aranyuk megallapitasara.

Az enzimatikus depolimerizalast és a HPLC alapt szétvalasztast a fentiekben leirtak-

nak megfeleléen végeztik.

Az oszlopon tortént szeparalas utan guanidinnel torténd fluoreszcens komplex képzés

érdekében derivatizalast végeztiink.

Az ebben az eljarisban legerésebb vélaszreakciét mutaté IS triszulfatalt diszacharid

Kimutatasat és mennyiségi meghatarozasat ismert koncentraciju standard heparinoldattal tor-

tén6 dsszehasonlitassal végeztiik.

Az emlitett eljards kimutatasi hatarértéke sejttenyészet eredetii mintak esetében 5

ng/mL heparin.
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A 2. tablazat a sejtenyészetek IS/IIS aranyat mutatja be az 1d§ fliggvenyében.

2. tablazat
Kinyerés napja 3 4 5 6 7 10 11 14
Mijsejt, edény 19116 | 1,6 | 14| 14 | 13 - 1,4
Transzfektalt majsejt, edény 4,1 5 4,6 6,6 | 3,7 4.9 5,6 5,7
Mijsejt, palack 2,3 - - - - - - -
Transzfektalt majsejt, palack - 29 - - - - - -
3. példa
5 A heparin biolégiai jellemzése anti-Xa és anti-Ila aktivitasanak megallapitasa alapjan

Biologiai aktivitas
Az Xa és a Ila faktorok inaktivalasa a heparin jellemz§ tulajdonsaga, ami lehetvé te-
szi a heparan-szulfattol és a dermatantol torténd elkiilonitését.
A vizsgalatban az European Pharmacopoeia 3. kiadasaban (1997), az alacsony mole-
10 kulatdmegii heparinokrol sz616 monografidban leirt eljarast alkalmaztuk.
A reakcio harom lépésben megy végbe.
1. ATIII + heparin — [ATIII-heparin]
2. [ATIII-heparin] + faktor (feleslegben) — [ ATIII-heparin-faktor] + faktor (maradek)
3. faktor (maradék) + kromofor szubsztrat - pNA
15 A felszabadulé para-nitroanilin (pNA) mennyiségét 405 nm-en mértikk. A vegyiilet
mennyisége forditottan ardnyos a mintabeli heparin mennyiségével.
Az anti-Xa vagy anti-ITa aktivitast a SPIM standard segitségével megallapitott kalibra-
16 egyenes alkalmazasaval hataroztuk meg.
Az eljaras érzékenysége 0,006 NE/mL.
20 A vizsgalatban kapott eredményeket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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3. tablazat
Kinyerés napja 3 4 5 6 7 10 11 14
Mijsejt, edény
anti-Xa 2,1 | 1,8 | 57 | 40 | 2,4 | 2,2 - 0,0
anti Ila - - - - - - - -
anti-Xa/anti-Ila arany - - - - - - - -
Transzfektalt majsejt, edény
anti-Xa
anti Ila 44 11,5 11,7]123|11,4|13,0| 11,6 | 12,9
anti-Xa/anti-Ila arany - - - - - - - -
Maijsejt, palack
anti-Xa 0,7 - - - - - - -
anti Ila 1,4 - - - - - - -
anti-Xa/anti-1la arany 0,6 - - - - - - -
Transzfektalt majsejt, palack
anti-Xa
anti Ila - 3,1 - - - - - -
anti-Xa/anti-IIa arany - 14 - - - - - -
- 0,2 - - - - - -

LI ] . »
@ 0% aevae & olo;

A tenyésztett hizésejtekbdl nyert heparin anti-Xa és anti-Ila aktivitasat sszehasonli-

tottuk a sertés bélnyalkahartyabél kivont heparin, valamint a standard heparin anti-Xa ¢s anti-

IIa aktivitasaval. Az dsszehasonlitas eredményét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat
Anti-Xa Anti-Ila Xa/Ila (NE/mg)
(NE/mg) (NE/mg)
Hizdsejt eredetli heparin 18 -3,1 14-3 0,2 -1
iyélkahértya eredetil heparin 80 81 1
Standard heparin 180 180 1

Az ATII-kotdés jellemzése

A heparin és az ATIII kozotti kot6dést elektroforézises migracié-eltolédas alkalmaza-

saval mutattuk ki [Lee és Lander: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2768 (1991)].
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Az elektroforézist 0,8%-0s agardzgélen, ecetsav/litium-hidroxid oldatban (pH = 3) vé-
geztiik.

A vizsgalt mintdk 100 pL-éhez 100 pL, cs6kkend koncentraciéban 584-183 pg/mL
mennyiségii ATIII-at (emberi eredetii, Biogenic) adtunk.

A géleken 100 pL mennyiségii mintakat futtattunk, a futtatast 100 V fesziiltség mellett
30 percig végeztiik.

A géleket 0,1%-os hexadecil-trimetil-ammdnium-bromid oldattal rogzitettiik (Cetav-
lon-Sigma).

A gélek festését 0,08%-os vizes ,,Azure A” oldattal végeztiik.

A gélek leolvasasara és értékelésére ,,Quantity One” szoftvert (Bio-Rad) alkalmaz-
tunk.

Az eredményeket az ATIII-hoz k6t6dott heparin szazalékos ardnyaban fejeztiik ki.

A transzfektalt majsejtek palackbeli tenyészete esetében kapott eredményeket a 7. abra

szemlélteti.
A standard heparin (SPIM) esetében 31%-os ATIII k6t6dést mutattunk ki (az elméleti

érték 33%), mig a hizosejttenyészetbSl nyert heparin (keverék) esetében 27%-os kotddést ta-

pasztaltunk.

4. példa
Hizdsejtek tenyésztése ismételt tételes bioreaktorban

A kisérlethez sertés magzati majbdl szarmazoé, nem transzfektalt hizosejteket alkal-
maztunk. A sejteket sertésercdetii IL3-mal (2 ng/mL) és SCF-ral (80 ng/mL) kiegeszitett
komplett DMEM/F12 tapkézegben, 2,0-4,0x105 sejt/mL kezdeti sejtszam mellett tenyésztet-
tiik.

Az alkalmazott bioreaktor 2 liter tenyésztokozeg befogadasara volt képes, a tenyészet
oxigéntenzidjat 20-40%-o0s szaturacio kozott tartottuk, a pH értéke 7,0-7,4 kozott volt, a ho-
mérsékletet a bioreaktor képenyében meleg viz keringtetésével 37°C + 0,5°C-on allandositot-
tuk. A tenyészetet hajdcsavar segitségével 80-150 fordulat/perc sebességgel kevertiik.

Négy napos tenyésztést kovetden a sejtsiiriiség 1,3x106 sejt/mL, ami 24-48 dra kozott
megkett6z6dési idStartamnak felel meg. A kinyerés napjan a heparinkivonas céljabdl a tenye-
szet 80%-at eltavolitottuk, a maradékot az ismételt tételes tenyésztés esetében eldirt médon

friss tapkozeggel 2,0-3,0x105 sejt/mL koncentracidjura higitottuk. A higitast kdvetoen 3 nap-
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pal a megallapitott sejtsiirtiség 9,0x105 sejt/mL, ami az elsd tenyésztéssel 8sszemérhetd, 24-
48 6ra kozotti megkettdz6dési idGtartamot jelent (8. abra).

A heparin kitisztitasat az 1. példaban bemutatott eljaras szerint végeztiik.

A kitisztitott heparint ezutan a 2. példaban leirt médon, kontrollként SPIM heparint al-
kalmazva HPLC eljarassal elemeztiik.

Az 5. tablazatban és a 9. dbran magzati sertésmajbol szarmazo hizésejtek szuszpenzios
tenyésztésével eldallitott heparin szerglicin (Gly-Ser) proteinmagjanak aranyat és diszacharid
profiljat (M) mutatjuk be SPIM standard heparin profiljdval 6sszehasonlitva (O).

A 6. tablazatban magzati sertésmajbdl szarmazé hizdsejtek szuszpenzids tenyésztese-
vel eléallitott heparin diszacharidjainak N-acetilezéses, N-szulfatalasos és O-szulfatalasos

profiljat mutatjuk be SPIM standard heparin diszacharidjainak profiljaval dsszehasonlitva.

5. tablazat
% Standard % Tenyészet
Gly-Ser 35 3,2
IVa 4 5,4
IVs 3,1 7,6
Ia 3,1 4.4
Ila 1,5 0,7
IIs 8,4 11,9
II1s 7,2 17,1
Ia 1,3 0,2
Is 62 48,8
6. tablazat
Diszacharidok % Standard % Tenyészet
Acetilalt 11,8 10,7
2-O-szulfatalt 23 8
6-O-szulfatalt 42 42
N-szulfatalt 83 85
2-O-szulfatalt 84 77
6-0O-szulfatalt &9 71
Szulfatok/karboxilatok 2.4 2,1

Hasonlé eredményeket kaptunk SV40 virus T-antigénnel transzfektalt hizésejt-vonal

alkalmazasa esetén is.
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5. példa
Heparin el6allitasa hizosejttenyészet feliiluszéjaban degranulalé agens alkalmazasaval

Ezt a kisérletet nem-transzfektalt magzati sertésmaj-eredetii hizosejt-vonal alkalmaza-
saval hajtottuk végre.

Az elsé tenyésztéstél szamitott 762. napon a hizésejt-koncentraciot 2x106 sejt/mL-re
allitottuk be, majd a tenyészetet egy Oran at hizésejt-degranulalodast el6idéz6 A23187 jeli
ionofor 4 pg/mL-ét tartalmazé MEM tapk&zegben inkubaltuk.

A sejtek altal kivalasztott és az 6sszes GAG mennyiségét PAGE-val allapitottuk meg.
A 10. abran lathaté, hogy az A23187 ionoforral végzett kezelést kévetden a GAG-ok 70-75%-
a a feliiliszéban foglalt helyet, mig a kezeletlen sejtek esetében ez az arany megkozelitSleg
10% volt (0 pg/mL A23187).

A 762. tenyésztési napon a GAG-ok kinyerésére felhasznalt hizosejteket ismételten
tapkozegbe helyeztiik. A sejtek életképességében vagy novekedési erélyében nem lehetett val-
tozast megfigyelni.

Huszonegy nappal kés6bb ugyanezeket a hizésejteket wjra degranulaltattuk, a kibocsa-
tott GAG-ok mennyiségét a fentiek szerint hataroztuk meg. Kontrollként ebben a vizsgalatban
megegyezd kort, de a 762. napon nem degranulaltatott hizdsejttenyészetet alkalmaztunk.

A vizsgalat eredményei a 10. abran lathatok. A kibocsatott GAG-ok szazalékos aranya
az els6 degranulalédaskor megfigyeltnek felelt meg és dsszevethetd volt az azonos kori kont-
roll sejtek alkalmazasakor kapott értékkel.

Hasonlé eredményeket kaptunk SV40 virus T-antigénnel transzfektalt hizésejt-vonal

alkalmazasa esetén is.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras heparin el8allitasara, azzal jellemezve, hogy sertéseredetl hizosejteket te-
nyésztiink és a tenyészetbdl heparint nyeriink ki.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a hizésejt-tenyésztésre ser-
téseredetili hizosejt-vonalat alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy hizosejtekként mag-
zati sertés csontvel6bél vagy magzati sertésmajbol szarmazé hizoésejteket alkalmazunk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy hizosejtek-
ként ,,savés” hizdsejteket alkalmazunk.

5. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy hizosejt-forrasként a
kévetkezd hizdsejt-vonalak barmelyikét alkalmazzuk:

- a CNCM-nél (Nemzeti Mikroorganizmus-tenyészet Gyiijtemény) 2001. oktober 17-

én [-2735 szamon letétbe helyezett hizésejt-vonal,

- a CNCM-nél 2001. oktéber 17-én 1-2736 szamon letétbe helyezett hizésejt-vonal,

vagy
- a CNCM-nél 2001. oktober 17-én 1-2734 szamon letétbe helyezett hizdsejt-vonal.

6. Heparinkészitmény, amely az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras alkalma-

zasaval el@allithato.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Pefhd Arpad

szabadalmi ligyvivo
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