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A taldlmany targya eljards a szarvasmarha-szomatotropin min-
tdk hatékonysdgdnak meghatdrozasdra, valamint a bioldgiailag aktiv
szarvasmarha-szomatotropin bioldgiailag inaktiv szarvasmarha-szo-
matotropintdl tdrténd elvalasztidsira méretkizardsos HPLC-vel, ahol
az a4116fazis 5-15 um atlagos szemcseméretd, hidrofil, pordzus po-
limergél; a mozgdfazis pH = 8-12 kémhatdsl, a szarvasmarha-szoma-

totropint nem denaturald, pufferolt vizes oldat.
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A taldlmédny a szarvasmarha-szomatotropinnal (bST) foglalko-
zik, kdzelebbrdl a jelen taldlmany egy nem-denaturild eljarést
nyijt a bioldgiailag aktiv bST proteinfrakcié bST-bdl vald elkii-
lénitésére, ami alkalmas a bST hatékonysig vizsgalatara.

A rekombiné&ns DNS technoldégia mdra lehetdvé tette a bST
nagyléptékd elddllitisdt. A rekombindns mikroorganizmusok,
pé€lddul a rekombindns Escherichia coli a plazmadjukban 1&v4 old-
hatatlan szemcsék alakjdban termelik a bST-t. A fénytdrd vagy
zarvanytesteknek nevezett szemcsék aggregdlédott, denaturalt bST-t
tartalmaznak.

A fénytdrd testeket kinyerik, és rendszerint egy denatura-
ladssal, példaul guanidin-hidrokloriddal, nitrium-dodecil-szulfat-
tal vagy karbamiddal kezelik. A denaturdlads kitekeri és oldatba
viszi a szabdlytalanul feltekeredett bST molekuldkat. Késdbb a
bST molekuldk renaturilédnak, kialakitva a helyesen tekeredett,
bioldégiailag aktiv bST monomer fehérjét.

Az emlitett denaturdcidés és renaturicids lépések tokéletlen-
sége miatt azonban valamennyi szabdlytalanul feltekeredett, bio-
légiailag inaktiv aggregdtum is keletkezik.

Igy a nagy toémegben kapott bST biolégiailag aktiv monomert
és bioldgiailag inaktiv bST aggregdtumot egyarant tartalmaz. Ezért
fontos volt egy médszert kidolgozni, mellyel a mindségi ellendr-
zésnél meg tudjuk hatdrozni a bST hatdsossagat.

A bST hatdsossdgdnak megdllapitdsdra ezt megeldzden a
patkany silygyarapoddsidt haszndltdk. A médszer lényege: bST-t

adunk be a patkanynak, és nyomon kévetjik a sGlygyarapoddsat,
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ebbdl egy olyan adathoz jutunk, ami a bST hatidsossdgit jellemzi.
Rutin vizsgdlatokndl azonban ez a vizsgdlati eljdrds nem alkal-
mazhatd a bST pontos mindsitésére. A bST hatdsossdg meghatdroza-
sdra a radioreceptor assay-t (RRA) is hasznidlhatjuk, ez azonban
idéigényes. Az RRA ugyancsak pontatlan, ezért rendszerint tdbb
vizsgdlatot végeznek, é&s az eredmények dtlaga adja a bST hatésos-
sdgi értékét.

A proteinek meghatérozdsdra forditott fdzisd nagy teljesit-
ményd folyadékkromatografidt (RPHPLC) alkalmaznak, azonban a
hasznadlt legtdbb RPHPCL mdédszer alkalmazhatatlannak latszott a
bST hatasossdg mérésére, mert a mozgdfazisukban savas kdzeget &s
szerves olddszereket alkalmaznak, ami denaturdlja a bST-t.

Kordbban méretkizdridsos HPLC-t haszndltak a bST meghatdro-
zdshoz, melynek mozgdéfédzisa natrium-dodecil-szulfitot vagy
guanidin-hidrokloridot tartalmazott. Ezzel a mbédszerrel azonban a
bioldgiai hatékonység nem hatdrozhatd meg, minthogy a mozgéfizis
denaturdlja a bST-t.

Szikség volt tehdt egy alkalmas, pontos és megbizhatd nem-
-denaturdld eljdrdsra a bST bioldgiai hatékonysdgdnak meghatiro-
zdsadhoz. A jelen taldlmany ezt az igényt kivdnja kielégiteni.

A jelen taldlmdny egyik eldnyds kivitelezési mdédja eljarast
nyGjt a szarvasmarha-szomatotropin-minta hatékonysdgdnak meghatéa-
rozasira. A mbdszer abbdl 4ll, hogy a szarvasmarha-szomatotropin-
-mintdban méretkizarédsos HPLC-vel mérjik a bioldgiailag aktiv
szarvasmarha-szomtotropin fehérje szintjét. A méretkizdrisos HPLC-

hez 5-15 um atlagos szemcseméretd, hidrofil, pordzus polimer gélt



hasznadlunk 4116fazisként; a mozgdéfédzis pH = 8-12 kémhatdsd, puf-
ferolt vizes oldat, mely nem denaturdlja a szarvasmarha-szoma-
totropin-mintat. A szarvasmarha-szomatoropin-minta hatékonysdgdnak
meghatdrozdsa a mintdban mért bioldgiailag aktiv szomatotfopin
fehérje szintjének mérésén alapszik.

A jelen taldlmény egy miasik eldnyds kivitelezési médja
eljarast nyljt a bioldégiailag aktiv szarvasmarha-szomatotropin
frakcidé kinyerésére a szarvasmarha-szomatotropinbdl. A médszer
méretkizarasos HPLC-t alkalmaz, ahol az &4ll6fdzis egy 5-15 um &at-
lagos szemcseméretd, pordzus polimergél; a mozgdfdzis pH = 8-12
kémhatast, pufferolt vizes oldat, ami nem denaturdlja a szarvas-
marha szomtotropint.

A jelen talalmany egy tovabbi eldnyds kivitelezési mddja
eljarast nylijt a tomegben készllt rekombindns szarvasmarha-szoma-
totropin feldolgozdsdra azzal a céllal, hogy a bioldgiailag aktiv
szarvasmarha-szomatotropint elvalasszuk a bioiﬁgiailag inaktiv
szarvasmarha-szomatotropin nem-kovalens, oldhatd aggregdtumabdl.
A mbébdszer abbdél a4ll, hogy a nagy tdémegben készlilt rekombinans
szarvasmarha-szomatotropint méretkizdradsos HPLC-nek vetjik ala,
szildrd fazisként 5-15 um adtlagos szemcseméretd hidrofil, pordzus
polimergélt; mozgd fazisként pH = 8-12 kémhatdsu, pufferolt vizes
oldatot haszndlva, ami nem denaturdlja a szarvasmarha-szomatotro-
pint. A kromatografdlast Ggy végezzik, hogy a bioldgiailag aktiv
szarvasmarha-szomatoropin elvaljon a bioldégiailag inaktiv szarvas-
marha-szomatotropin nem-kovalens, 01ddddé aggregdtumaitdl.

A talalmany olyan mbédszereket nyGjt, melyekkel a bioldgiai-



lag aktiv bST fehérje kedvezden elvalaszthatd a bioldgiailag
inaktiv bST alaktdl. A mbédszerek jo6l alkalmazhatdék a bST hatésos-
sdgdnak eldnyds, pontos és megbizhatd meghatirozdsira. Tovabbi az
dtletes eljdrdsok alkalmazdsadval eldszdr lehetett a bST nem-kova-
lens, 01dédé aggregdtumat elvilasztani és alaposan jellemezni.

A taldalmény tovabbi targya, sajadtossagai és eldnyei a
leirdasbdél kitdnnek.
Az &brak leirasa:

1A dbra - a bioldégiailag aktiv bST referencia standard
méretkizdridsos HPLC kromatogramja az aldbbiakban targyalt pél-
ddkban leirt mdédszert alkalmazva.

1B - 1lE &bra - a nagy tdmegben készllt rekombinédns bST
anyagok méretkizdrdsos HPLC kromatogramjai a példadkban leirt mdéd-
szereket alkalmazva. A kromatogramok demonstridljak a bST oldhatd
aggregatumok jelenlétét a nagy tdmegben nyert anyagokban.

2A dbra - a hidrogén-karbonadt puffer koncentracidjanak
hatdsa a bioldégiailag aktiv bST fehérjefrakcid méretkizarésos
HPLC retencids idejére, a példakban leirt eljarast alkalmazva.

2B dbra - a hidrogén-karbondt puffer koncentracidjinak
hatdsa a bioldgiailag aktiv bST fehérjefrakcid méretkizédrésos
HPLC csicsdnak terlletére, a példédkban leirt eljarast alkalmazva.

3A dbra - a mozgdfézis kémhatdsdnak hatdsa a bioldgiailag
aktiv bST fehérjefrakcid méretkizarasos HPLC retencids idejére, a
példakban leirt eljarast alkalmazva.

3B &bra - a mozgdfidzis kémhatdsanak hatdsa a bioldégiailag

aktiv bST fehérjefrakcid méretkizardsos HPLC cslcsanak



teruletére, a példikban leirt eljardst alkalmazva.

4. dbra - a biolégiailag aktiv bST fehérje radioreceptor
assay-jel mért potencia adatai (JU/mg) és a méretkizdrdsos HPLC-
-vel mért koncentracid adatok kdzdtti korreldcid néhany kuloénbdzd
rekombindns bST-nél, a példakban leirt eljarasckat alkalmazva.

S. dbra - a log méltdmeg és a méretkizaradsos HPLC ellcids
idé koézottl Osszefliggés, standard fehérjékkel felvett kalibracids
gdrbe és a biolbégiailag aktiv bST fehérje ("B/A bST"), illetve a
bST oldhatd aggregdtum ("Agg") adatai. A mérési koértulmények az
aldbbi példdkban talalhatdk.

6. &dbra - az amménium-hidrogén-karbonadt koncentricidjdnak
hatdsa a méretkizadrdsos HPLC-vel kapott cslcs terlletére biold-
giailag aktiv bST fehérjefrackié ("B/A bST") é&s a bST oldathatd
aggregatum ("Agg") frakcidja esetében; a meghatdrozasi kérilmé-
nyek az aldbbi példakban vannak leirva.

7. &dbra - a mozgdfidzis kémhatasdnak hatdsa a méretkizarasos
HPLC-vel kapott csics terlUletére bioldgiailag aktiv bST fehérje-
frakcié és a bST oldhatd aggregdtumidt tartalmazd frakcid ("Agg")
esetében; a meghatdrozdsi koértlmények az aldbbi példakban talal-
hatodk.

8. &dbra - a centrifugdlds hatédsa a méretkizédridsos HPLC-vel
kapott cslcs terlletére a biolégiailag aktiv bST fehérjefrakcid
("B/A bST") és a bST oldhatd aggregdtumot tartalmazd frakcid
esetében ("Agg"); a meghatdrozdsi kérulmények az alabbi példak-
ban taldlhatdk.

A taldlmdny alapelveinek jobb megértése érdekében referen-



cidt adunk a taldlmény eldnyds kivitelezési mdédjdra, és specidlis
kifejezésmdébdot hasznalunk a leiraséara.

Vildgos azonban, hogy ezdltal nem korlatozzuk a taldlminy
oltalmi koérét, a taldlmany itt szemléltetett alapelveinek val-
tozédsal, tovabbi médositasai és alkalmazdsa a szakemberek szamara
magatdl értetddik.

Mint midr fentebb emlitettik, a jelen taldlmiany egyik eldnyds
kivitelezési médja a bioldgiailag aktiv szarvasmarha-szomatotropin
frakcidnak a szarvasmarha-szomatotropinbdél vald elvalsztasara
irdnyul. A "szarvasmarha-szomatotropin" kifejezés olyan - termé-
szetes vagy szintetikus eredetd - anyagot jelent, ami a természetes
szarvasmarha-szomatotropin tulajdonsagait mutatja. A szarvasmarha-
szomatotropin a szarvasmarha megfeleld mirigyszdveteibdl, példaul
az agyalapi mirigybdl vonhatd ki; vagy ma mar egy jol kidolgozott
technikdval a szarvasmarha-szomatotropin és mas ilyen anyag gene-
tikailag médositott mikroorganizmusokkal, példaul baktériumokkal
eldidllithatd. Gyakran megfelelnek vagy még eldédnydsebbek is a mbd-
dositott szarvasmarha-szomatotropint eredményezd eljdrasok, vagyis
az olyan szomatotropinoké, melyeknek szerkezete eltér a
természetben eléforduld névekedési hormonétdl, de megdrzik a ter-
mészetes hormon bioldgiai aktivitdsit. Igy példaul a médositott
szarvasmarha-szomatotropin egy vagy tobb aminosavval tdbbel ren-
delkezhet a polipeptidlanc egyik vagy mindkét végén. A szakembe-
rek eldtt tovabbi mddositédsok is ismertek. A jelen taldlményban
tehdt a szarvasmarha-szomatotropin kifejezést UGgy a természetben

eléforduld szarvasmarha-szomatortropinra, mint az olyan szinte-



tikusan elddllitott szarvasmarha-szomatotropinra alkalmazzuk,
mely rendelkezik a természetben eldéfordulé szarvasmarha-szomatot-
ropin biolégiai tulajdonsdgaival és amelyiknek szerkezete azonos
vagy eltérd lehet.

A jelen taldlmany eldnydsen haszndlhatd a rekombinins DNS
technolégidval elddllitott bST-hez ("rekombindns bST"). A rekom-
bindns bST-t tipikusan a rekombindns bST-t tartalmazd zarvanyok
elklildénitésével, denaturdlidsaval és oldatba vivésével nyerjuk. A
bST-t azutan bioldgiailag aktiv bST fehérjévé renaturdljuk. A
denaturdlé/renaturdlé lépéseknél biolégiailag inaktiv bST nem-
-kovalens aggregdtumok keletkeznek a kivant bioldgiailag aktiv
bST fehérje mellett. A kolloidok és bizonyos nagyon nagy mole-
kulatdémegd szennyezések ultraszliréssel eltavolithatdk. A biold-
giailag inaktiv bST nem-kovalens aggregdtumok lényeges mennyisé-
ge, azonban a bioldgiailag aktiv bST fehérjével egyltt atmegy az
ultraszdrédn. Ennek eredményeként a rekombindns bST végtermék
bioldégiailag aktiv bST fehérjét és bioldégiailag inaktiv bsT
oldhatd aggregétumot egyarant tartalmaz.

A jelen taldlmany mbédszere felhaszndlhatd ennek a nagy
témegben készllt rekombindns bST-nek a feldolgozdsira azzal a
céllal, hogy a bioldgiailag aktiv bST fehérjét elvalasszuk a
bioldgiailag inaktiv bST nem-kovalens aggregdtumoktdl. Ez az el-
jards tovabba médszert nyldjt a nagy tdmegben nyert bST hatékony-
saganak eldnyds, megbizhatd é&s pontos megdllapitidsara.

A rekombinédns bST-k két példdja somidobore é&s sometribove

vegyluletként ismert. A jelen taldlmdny kUldéndsen eldnydsen al-



kalmazhatd ehhez a két rekombindns bST-hez.

A taldlmdny szerinti médszer méretkizadrdsos HPLC-t alkalmaz,
amihez szildrd fazisként hidrofil, pordzus polimergélt haszndlunk.
A taldlmanyhoz alkalmazhatd porézus‘gélnek dtlagos részecskedtmé-
réje eldnydsen 5-15, még eldnydsebben 10-15 um. A gél adtlagos pd-
rusmérete 100-200 R, a jelen taldlmany szempontjdbdl a 150 )
pérusitmérd az eldnyds. Mas szempontbdl, a taldlmlnyban alkalma-
zott pordzus gél kizardsi hatdra atlagosan nagyobb, mint a bST
nem-kovalens, oldhatd aggregatum molekulatdmege, példéul 106 vagy
ennél nagyobb, még eldnydsebben 107 vagy még nagyobb.

A jelen taldlményhoz haszndlt mozgdfdzis vizes pufferoldat,
melynek kémhatdsa pH = 8-12, és amelyik nem denaturdlja a bST
mintdt. A mozgdfdzisban &ltaldban badrmilyen koncentrécidé alkal-
mazhatd egészen addig az ionerdsségig, amelyik a bST mintdbdl még
nem sbz ki fehérjét. Eldnyds mozgdfazis példdul a vizes hidrogén-
-karbonat (HCO3) puffer, példdul az amménum-hidrogén-karbonat
vizes oldata. A hidrogén-karbonédt puffer koncentrdcidjanak 0,7M
alatt kivanatos lennie, eldnydsen 0,1-0,4M. Eldénydsebb, ha a
mozgdfdzis kémhatédsa pH = 9-11, legeldnydsebb, ha pH = 9-10 érték
koézdtt van.

A szilédrd fazist egy szokdsos HPLC oszlopba téltjuk, mely a
szokdsosan haszndlt méretkizdrdsos HPLC késziiléknek része. Igy
példaul a méretkizarasos HPLC készulék tipikusan a pumpakbdl,

a vizes puffer tartalyaibdl, egy ultraibolya (UV) abszorpcids
detektorbdl és a frakcidszeddbdl &ll-:

A jelen taldlmény mdédszerével feldolgozott bST minta



elénydsen elkészithetd ugyanabban a vizes pufferoldatban, amit
mozgdfazisként hasznadlunk. A mintdban a bST kivanatos koncentra-
cidéja milliliterenként 0,05-2 milligramm. ME&g elény&sebb, ha a
minta bST koncentricidéja 0,1-1 mg/ml.

A méretkizdrdsos HPLC oszlophoz alkalmazott nyomds
biztositja a tal&lmény szerinti elvdlasztdshoz a megfeleld
dramldsi sebességet. A kelld adramldsi sebességhez sziikséges nyo-
mast természetesen az 4ll6fdzis szemcsemérete hatdrozza meg. A
taldlmény eldnyds mddszerénél a méretkizdridsos HPLC-hez alkalma-
zott nyomds és dramldsi sebesség 30 perc alatt teljesen eludlja a
biolégiailag aktiv bST fehérjefrakcidt Ggy, hogy egy alkalmas
vizsgalati lehetdséget szolgédltat. Ilyen vonatkozidsban a tipikus
oszlopnyomds 500-1500 psi, méginkdabb 800-1000 psi.

Az alkalmazdsi médnak egy masik lehetdsége, hogy a fent
leirt nem-denaturdld méretkizardsos HPLC eljdrdst a bST nagy
molekulatdémegl, oldhatd aggregadtumdnak izoldlédsédra és jellemzé-
sére haszndljuk. Az 1B és 1C dbrakon kb. 9 percnél kezdddnek a
cslcsok, melyek ezeket a nagy molekulatdmegd oldhatd bST aggre-
gatumokat tartalmazzdk. Ezeknek az oldhatd bST aggregatumoknak a
molekulatdmege nagyobb, mint 660.000, amint az a méretkizidrisos
HPLC-vel megdllapithatdé (5. &bra). Amint azt a radio receptor
assay bizonyitja, a bST oldhatdé aggregitumok bioldgiailag inak-
tivak.

A bST oldhatd aggregdtum oldatban vald viselkedését szintén
megdllapitottuk. A bST oldhatdé aggregdtum jelentdsen oldddik a

nem-denaturdld vizes pufferoldatban, melynek kémhatédsa pH = 8,5



értéknél magasabb és pH = 12 értéknél alacsonyabb (1D., 1lE és 7.
dbra) . Ezen a tartomdnyon kivili kémhatdsndl az oldhaté aggrega-
tum kicsapddik a nem-denaturdld vizes pufferoldatbdl. A sékon-
centracidé ugyancsak a bST oldhatd aggregdtum kicsapdddsat
eredményezheti (6. &bra). Igy példaul 0,7M feletti hidrogén-
-karbonat koncentracidéndl a bST oldhatd aggregdtum kisdzdsa fi-
gyelhetd meg. Ezenkivil a bST oldathatdé aggregdtum oldatban marad
a 0,2M hidrogén-karbonat pufferben (pH = 9), ha 30 percen at vagy
ennél hosszabb ideig is 16000 g értéken centrifugdljuk az oldatot
(8. abra). A denaturdldszerek, példdul a nitrium-dodecil-szulfat
vagy a karbamid, monomer bST-vé denaturdljdk a bST oldhatd aggre-
gadtumot. A bST oldhatd aggregdtumnak ezen és mds tulajdonségait
az alébbi példdkban tovabb tdrgyaljuk.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban példdkat adunk
meg. A példdk kizdrdlag szemléltetd célzattak és a taldlmlny ol-
talmi kérét nem korlatozzdk. A taldlmdny alapelvét nem érintd
valtozatok és mbédositasok ugyancsak beletartoznak az oltalmi

kérbe.

Vegylletek és reagensek: valamennyi analitikai tisztasdgi és
valamennyit tovébbi tisztitds nélkil haszndltuk. A vizet a Milli-
pore Milli-Q viztisztitd berendezésbdl kaptuk. A bST referencia
anyagot és a nagy tomegben készllt rekombindns bST-t (somidobove)

az Eli Lilly and Company cégtdl kaptuk.



A méretkizdrasos HPLC kromatogrdfids kodrulményei: A példakhoz
haszndlt rideg, pordzus polimergél szadmos hidrofil csoportot tar-
talmaz (a gél hidroxilalt poliéterrel keresztkdtdtt), atlagos
szemcsemérete 10 um (Beckman Sepharogel TSK 3000 PW oszlop,
600x7,5 mm atmérd). Az itt leirt elvdlasztasokhoz, hacsak masként
nem jeldljik, mozgdfadzisként 0,2M ammdénium-hidrogén-karbondt-ol-
datot haszndlunk, melynek kémhatdsdt natrium-hidroxiddal pH = 9
értékre 4llitjuk be. Valamennyi elvadlasztast szobahdmérsékleten
végezzuk, 0,5 ml/perc dramlasi sebesség mellett, hacsak masként
nem jelezzlik (az elért nyomds 800-1000 psi). A beinjektdlt min-
ta térfogata 20 pul. A legtdbb elvalasztast Waters 625 LC
berendezéssel végezzik, amit 911 photodiode array detektorral és
WISP 721 automata mintaadagoldval latunk el. A pontos és linea-
ritdsi vizsgdlatokat azonban Beckman System-Gold HPLC készlléken
végezzlk, ami egy Model 126 olddszerelldtd rendszerbdl, egy Model
116 valtoztathatd hulldmhosszli detektorbdl és egy Model 507 auto-
mata mintaadagoldébdl all.

Minta elkészitése: a mintdkat és a standard anyagok oldatat
a mozgdfizisban készitjlik el. Hacsak masként nem jelezzik, vala-
mennyi bST minta koncentrdcidja 1 mg/ml. Hogy csdkkentsik a nem
teljes 0ld6das lehetdségét, a mozgdfazis egy kivétjét hozzidadjuk
a bST-hez, és a minta oldatdt szobahdmérsékleten hagyjuk &llni 30
percen &at, ezutédn a minta oldatadt gyengén kevertetjuk 5-10 percen
keresztiil. A mintdt injektdlds eldtt egy Acrodisc 0,45 um szlrdn
szlrjuk at.

A bST mint&k méretkizdridsos HPLC kromatografdlasanak



eredményei:

Az 1A abran egy bioldgiailag aktiv rekombindns bST fehérje
referencia standardjéanak méretkizdrasos HPLC kromatogramjat
latjuk, ahol csak egy fécslcs taldlhatd, amiben a bioldgiailag
aktiv bST fehérje talalhatd.

Az 1A dbran lathatd kromatogramot a fentiekben leirt elja-
rassal kaptuk azzal a klUldnbséggel,hogy az dramldsi sebesség 1
ml/perc volt. Az 1B és 1C abrak nagy tdmegben kapott, kildénbdzd
bST anyagok méretkizdridsos HPLC kromatogramjait mutatjak. Két
erds csics figyelhetd meg koézdttik kivdld alapvonaltartdssal. Az
elsdként eludldédd csics (a9 perc) tartalmazza a nagy molekula-
stlyG bST oldhatd aggregatumot, a masodik cslcs (~ 13 perc) a
bioldgiailag aktiv bST fehérjét.

Az 1D és 1E &abrak ugyanabbdl a rekombindns bST anyagbdl
szdrmazd mintdk méretkiziardsos kromatogramjait mutatjik, mint
amit az 1C abra kromatogramjénak felvételéhez haszndltunk. Az 1D
dbra egyedildlld kromatogramjdt pH = 11,3 kémhatdsi mozgdfizis-
sal kaptuk. Az 1E &bra egymdsra halmozott kromatogramjait pH =
7,9-12,2 kémhatds tartomany kodzdtti mozgdfdzisokkal vettik fel.
Csbkken a csics alatti terlilet a vizsgdlt alacsonyabb és a
magasabb pH értékeknél, ami bizonyitja a bST oldhatd aggregidtum
csdkkend oldhatbésdgat. Eldnyds a taldlmény szerinti eljardsoknal
olyan pH értékd mozgdfdzist haszndlni, melyben magasabb a bST
oldhatd aggregdtum oldhatdsdga, példaul pH = 9 és 12 kozdtti
tartomanyban.

Tovdbbi méretkizdridsos kromatogramokat vettink fel az 1B és



1C adbrahoz haszndlt anyaggal ugyanolyan k&érilmények kédzodtt azzal
az eltéréssel, hogy més, nem-denaturdld mozgdfadzist (0,05M borat
puffert) haszndltunk. A kromatogramok hasonldak voltak az 1B és
1C abran latottal, ahol két cslcs figyelhetd meg kdztik jé alap-
vonaltartdssal. Tehdt més, nem-denaturdld vizes puffer is kédnnyen
alkalmazhatd a méretkizdradsos HPLC elvadlasztdshoz.

A méretkizaridsos HPLC kromatogrdfids kdérilményeinek
valtozéasai:

Vizsgaltuk, hogy milyen hatdssal van a kilénbdzdé ammédnium-
-hidrogén-karbonat koncentracid a bioldégiailag aktiv bST fehérje-
frakcid elicidés idejére. A kisérletsorozat bizonyitja, hogy a
bioldgiailag aktiv bST fehérje az ammdénium-hidrogén-karbonét-
-oldat valtoztatédsaval egy tipikus méretkizidriasos HPLC-re
jellemzd gdrbét ad (2A abra). Az ellcids idd gyenge valtozisa
figyelhetd meg 0,1M és 0,4M amménium-hidrogén-karbonat-koncentra-
cid kozdtt. Az elleids idS gyorsabban nd, ha az amménium-hidro-
gén-karbonadt koncentdcidja 0,4M fo61é emelkedik. A bST csics
terilete lényegesen csdkken, ha a sékoncentracid (amménium-hidro-
gén-karbondt) magasabb, mint 0,7M (2B abra). A talalmanyhoz al-
kalmazott eldnyds méretkizadrdsos HPLC-hez tehdt a mozgdfdzisban
0, 7M-nédl alacsonyabb hidrogén-karbonat sdkoncentracidt alkalma-
zunk.

Ugyancsak tanulminyoztuk, hogy milyen hatéssal van a biold-
giailag aktiv bST fehérjefrakcid elldcids idejére és a cslcs
alatti terliletre a mozgdfazis kémhatésa. A 0,2M amménium-hidro-

gén-karbondtos mozgdfazis kémhatasat pH = 7,5 és pH = 10,5
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tartomdnyban emelve, az nincs hatéssal a bST eldcids idejére; a
cslcs alatti terlilet nagysdga azonban gyengén emelkedik ugyan-
ezen pH tartomanyban (3A, 3B &bra).

A méretkizdrdsos HPLC legeldnybsebb dramlasi sebessége
vizsgdltainkban 0,5 ml/perc értéknek adddott. A 0,3 ml/perc
dramldsi sebesség alkalmazhatd, és azonos hatékonysagd, de a
futtatdsi idé kozel megkétszerezddik. A bioldgiailag aktiv bST
fehérje csics és az "lires" cslcs 1 ml/perc dramldsi sebességnél
atfedik egymast.

Annak bizonyitédsdra, hogy a taldlmidny szerinti mdédszer nem
denaturalja a bST-t, a referencia standard bioldégiailag aktiv bST
fehérje frakcidjat osszegyljtdttik, és a bioldgiai aktivitasat (1A
4dbra) RRA médszerrel mértiik. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a
mozgd fazisban &sszegyljtdtt bioldgiailag aktiv bST fehérje
komponens valtozatlanul megtartotta a méretkizdrdsos HPLC elja-
ras eldtti kiinduldsi oldat bioldégiai aktivitasat.

Tébb kiildonbdzd rekombindns bST minta vizsgdlata azt mutatja,
hogy szoros korreldcid van a taldlmény szerinti méretkizarasos
HPLC-vel mért bioldégiailag aktiv bST fehérje aktivitdsi szintje
és az RRA médszerrel mért hatékonysagi adatok (IU/mg) kdzdtt. A
méretkizdrasos HPLC-vel és az RRA mbédszerrel nyert adatok
linedris regresszids grafikonjat mutatjuk be a 4. abran. Az
adatok korreldcids egyltthatdja: 0,845. Ezek az adatok egyértel-
mden bizonyitjdk, hogy a taldlmdny szerinti méretkizdrdsos HPLC
hasznalhat® médszer a bST mintdk hatékonysdgénak a meghatdroza-

sédra. Azaz a taldlmlny szerinti méretkizdrdsos HPLC médszer fel-
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haszndlhatd® az ismeretlen hatékonysdgi bST minta bioldgiailag
aktiv bST fehérjeszintjének a meghatdroziasdra (példaul a cslcs
alatti terlletet sz&zalékéban kifejezve). A bioldgiailag aktiv
bST fehérje mintdban mért szintjét azutadn ravihetjik a 4. abrahoz
hasonld kalibracids grafikonra, mely bST kontrollok RRA é&s méret-
kizdrdsos HPLC mdédszerekkel nyert adataibdl &ll. Az RRA adatok jé
dsszhangban vannak mas mdédszerekkel - példaul a jél ismert
patkédny testsilygyarapodds médszerével - nyert bicaktivitasi
adatokkal is. Hasonld korrelacidé &llapithatd meg tehdt a méretki-
zardsos HPLC-vel és més ismert bST biockativitdsi meghatarozasi
médszerekkel kapott adatok kdzdtt is.

A mddszer linearitdsa és pontossdga: A taldlmény szerinti
méretkizardsos HPLC médszer linearitasanak meghatdrozasdhoz egy
biolégiailag aktiv bST referencia standarddal koncentracidsoro-
zatot készitlnk a mobil fézisban oldva. A 0,1-1 mg/ml koncent-
racidéjld standard bST oldatokat hdrom padrhuzamosban vizsgaljuk a
méretkizardsos HPLC-vel, és elvégezzlk az adatok linedris reg-
resszids analizisét. Harom kildnbdzd oszlopon és kildénbdzd napon
meghatdrozott linearitds reprodukalhatdésdgédt az I. tdblazatban

mutatjuk be. A korreldcids koefficiens a 0,9998-1,000 tartomany-

oe

ba esik, és az dtlagos relativ standard devidcié (R.S.D.): 1,36



I. TABLAZAT

meredekség 306600 301200 311400
R.S.D. % 0,60 1,51 0,77
y ordinata tengelymetszete -3940 -2050 -3270
korrelacids koefficiens 1,0000 0,9998 0,9999

A taldlmany szerinti méretkizdrdsos HPLC pontossdgat harom
napon at, két kuldénbdzd HPLC rendszerrel, hdrom kiildnbdzd soro-
zatszamli oszloppal és hirom kUldénbdzd bST mintdval hataroztuk
meg. A II. téblazatban bemutatott eredmények szemléltetik, hogy a
biolégiailag aktiv bST fehérje megdllapitott R.S.D értéke
kevesebb, mint 2,8 % és a retencids idd reprodukdlhatdsaga keve-

sebb, mint 0,18 % R.S.D. értékkel jellemezhetd.



II. TABLAZAT

Beckman rendszer Waters rendszer
minta nap n %bST %RSD r.i. %RSD bST %RSD r.i. %RSD
001 1 3 83,5 0,70 851 0,12 83,8 2,67 827 0,07

2 3 81,7 1,27 831 0,09 83,7 0,91 846 0,07

3 3 82,7 0,75 822 0,10

002 1 3 87,1 2,33 849 0,18 86,1 2,80 824 0,15
2 3 86,1 2,72 830 0,06 86,7 2,56 850 0,09
3 3 88,9 1,34 824 0,10

003 1 3 44,9 0,47 853 0,08 44,5 2,40 827 0,10
2 3 46,3 1,48 837 0,13 46,9 1,21 854 0,17
3 3 46,8 0,75 829 0,10

ismétlés szama

o]
Il

r.i. = retenciés idé (mésodperc)
RSD = relativ standard deviécid

A bST visszanyerési vizsgadlatokat a bioldégiailag aktiv bST
fehérje referencia standard két kllénbdzd koncentracidban, két
kt11énbdz& bST mintdhoz tdrténd hozzdadasaval végeztuk. Az

emlitett vizsgdlatokban kapott visszanyerési értékek 101-104 %

tartomdnyba esnek (III. téblazat).



III. TABLAZAT

minta hozzdadott refe- mért érték n visszanyexrés RSD
rencia standard (mg) (mg) (%) (%)
003A 0,186 0,191 3 102,5 % 0,34
003A 0,465 0,471 3 101,2 % 0,58
003B 0,186 0,193 3 103,8 % 0,90
003B 0,465 0,472 3 101,4 % 0,72
n = ismétlés széma

RSD = relativ standard deviacid
A bst oldhatd aggregatum jellemzése:

emlitettlik, a 13.

Amint fentebb mar

percnél jelentkezd cslcs a bioldgiailag aktiv

bST fehérjefrakcidt a 9. percnél megjelend cslcs a bST oldhatd

aggregatum frakcidjat jelenti (1B-1E abrak) .

A méretkizarasos

HPLC "fotddidda array" detektoradval felvett UV spektrumai azt

mutatjdk, hogy a bioldégiailag aktiv bST fehérjefrakcid és a bST

oldhaté aggregadtum frakcid UV spektruma hasonldé. A bST oldhatd

aggregdtum UV spektrum 250-270 nm tartomdnyban mutat eltérést,

ami annak lehet a kévetkezménye,
tozik az aromds aminosavak koérnyezete.

A bST aggregdtumok molekulatdmegét egy
segitségével hatdrozzuk meg, méretkizarasos
eredményeket az 5. dbran mutatjuk be. A bST

oszlop kizdrédsos térfogatdndl eludlddik, és

mint 660000

(a tiroglobulin molekulatémege) .

hogy az aggregacid utén megval-

kalibracidés godrbe
HPLC-t alkalmazva. Az
oldhatd aggregatum az

molekulatdmege tdbb,



A bST oldhatd aggregdtum tovabbi jellemzéséhez, a bST mintat
0,4M amménium-hidrogén-karbondt-oldatban (pH = 9) oldottuk 5
mg/ml koncentrdcidban. 16000 g értéken tdrténd centrifugdlids utén
a felllliszét a fentiekben leirt standard méretkizdrasos HPLC-nek
vetjlik alad, azzal a klUldnbséggel, hogy a mozgdfiazis 0,4M
amménium-hidrogén-karbonédt. Az elvadlasztidsndl két alkotdrészt
kapunk, a bioldégiailag aktiv bST fehérjét és a bST oldhatd agg-
regadtumot, melyeket kUloéndlld frakcidkba gylijtjuik oOssze.
Mindegyik &sszegyljtétt frakcidt Gjra kromatografaljuk, hogy meg-
erésitstk a retencids idejiiket és a tisztasadgukat. Az eredmények
azt mutatjdk, hogy a bST aggregdtum a centrifugdlast kdvetden is
oldatban marad.

Kisérleteket végeztink annak megerdsitésére, hogy a bST
oldhatd aggregatum nem-kovalensen koétdtt. Ha a bST oldhatd agg-
regdtum egy nem-kovalensen kétdtt fehérje, monomerré kell disszo-
cidlédnia olyan denaturaldszerek jelenlétében, mint a
detergensek, nagy koncentracidjd karbamid és a guanidin-HCI.
Ennek megdllapitédsdra az Osszegyuijtdtt bST oldhatd aggregatum-
-frakecid és 2 % natrium-dodecil-szulfat (SDS) 1:1 aranyd elegyét
duPont 250 oszlopon kromatografdltuk; a mozgdfdzis: 1 % SDS-t
tartalmazd 0,4M hidrogén-karbondt-oldat. Amint az varhatd volt, a
disszocidlt protein kromatogrdfids profilja és UV spektruma
azonos az ugyanilyen kériulmények kdzdtt kapott SDS-monomerével.
Hasonldé vizsgdlatokkal bizonyithatd, hogy a bST oldhatd aggrega-
tum 3M karbamidban ugyancsak disszocidlddhat.

Az oldatban 1évé bST oldhatd aggregatum tovabbi jellemzdit



is megadllapitottuk. A bST oldhaté aggregdtum oldhatdsiga erdsen
befolyasolhatd az oldat sdkoncentracidjdval. Névelve a hidrogén-
-karbonat koncentrédcidjat, élesen csdkken az oldhatd aggregatum
oldékonysdga a fehérje kisdzd8ddsi jelensége miatt, amint az a
méretkizardsos HPLC-vel bizonyithatd. A vizsgdlatoknadl a fentiek-
ben ismertetett HPLC k&érlUlményeket alkalmazzuk, azzal a kilénb-
séggel, hogy a mintdban és a mozgdfdzisban valtoztatjuk a
hidrogén-karbonat koncentrdcidjat, amint azt a 6. abran jelezzik.
Ugyancsak megvizsgdltuk a hidrogén-karbondt puffer kémhaté&sanak
befolyasat a bST oldhatd aggregatum oldékonysédgdra. pH = 8,5
alatt és pH = 12,5 felett a bST oldathd aggregdtum a 0,2M
hidrogén-karbondt-oldatban kicsapddik. pH = 8,5 és pH = 9,5
koézdtti tartomanyban a bST oldhatd aggregatum oldékonysiga a
névekvd pH értékkel nd (7. &bra).

Tanulmanyoztuk az oldhatd aggregdtum hidrogén-karbondt-ol-
datban vald stabilitdsat. A bST oldhatd aggregatum oldat 4°C hé-
mérsékleten két napon at, szobahdémérsékleten tdbb, mint 9 Aran
keresztil stabil (a méretkizardsos HPLC kromatogram csics alatti
terliletével meghatérozva).

Tovabba, ha a bST oldatd aggregdtumot 16000 g értéken
centrifugédljuk, az az oldatban marad legaldbb 30 percen &t (8.

abra) .



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras a szarvasmarha-szomatotropin hatékonysdgdnak meg-
hatdrozdsdra, azzal j el leme z v e, hogy

a szarvasmarha-szomatotropin mintdban mérjlik a szarvasmraha-
-szomatotropin fehérje bioldgiai aktivitasat méretkizidradsos HPLC-
vel, alloéofazisként 5-15 um atlagos részecskedtmérdjd, hidrofil,
pordzus polimergélt, mozgdfédzisként pH = 8-12 kémhatdsd, a
szarvas-marha szomatotropin mintdt nem-denaturdld pufferolt vizes
oldatot hasznalva; és

meghatarozzuk a szarvasmarha-szomatotropin minta hatékonysa-
gat a bioldgiailag aktiv szarvasmarha-szomatotropin fehérje mért
szintjének alapjan.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett hidrofil
pordzus polimergél a&tlagos részecskemérete 10-15 um.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, ahol a nevezett
pufferolt vizes oldat hidrogén-karbondt pufferoldat.

4. A 3. igénypont szerinti eljérés, ahol a nevezett hidrofil
pordzus polimergél atlagos részecskemérete 10-15 um.

5. A 4. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett meghatéa-
rozads azt jelenti, hogy a bioldgiailag aktiv bST fehérje mért
szintjét grafikusan felvisszilik a szarvasmarha-szomatotropin kont-
rollmintdk méretkizdridsos HPLC-vel megdllapitott é&s RRA mddszer-
rel korreldld hatékonysdgi adatokbdl kapott kalibracids gdrbére.

6. A 4. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett hidrofil

pordzus polimergél &atlagos részecskemérete kb. 10 um.



7. A 4. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett hidrofil
pordzus polimergél atlagos pdrusdtmérdije 150 .

8. A 6. ilgénypont szerinti eljdras, ahol a mozgdfdzis
kémhatdsa pH = 9-11.

9. A 8. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett hidrofil
pordzus polimergél atlagos pérusdtmérdje 150 A.

10. A 6. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett méret-
kizadrosos HPLC 800-1000 psi nyomdson tdrténik.

11. A 6. igénypont szerinti eljdréds, ahol a mozgdfizis ammd-
nium-hidrogén-karbonadt pufferoldat, melynek koncentricidja 0, 7M-
nal alacsonyabb.

12. A 11. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett méret-
kizadradasos HPLC 800-1000 psi nyomdson tdrténik.

13. A 12. igénypont szerinti eljdréds, ahol a nevezett hidrofil
pordzus polimergél atlagos pdrusatmérdje 150 R.

14. Eljarads a bioldgiailag aktiv széfvasmarha—szomatotropin
frakcid szarvasmarha-szomatotropin mintédban 1évé bioldgiailag
inaktiv szomatropin frakcidétdl tdrténd elvalasztasadra, azzal
jellemezve, hogy a bioldgiaialag aktiv szarvasmarha-szomatotropin
frakcid bioldgiailag inaktiv szarvasmarha-szomatotropintdl tér-
ténd elvalasztidsdhoz méretkizardsos HPLC-t alkalmazunk, ahol az
a4ll6fazis 5-15 um a&tlagos részecskeméretd, hidrofil, pordzus po-
limergél és a mozgdfazis egy pH = 8-12 kémhatésd, a szarvasmarha-
-gzomatotropint nem denaturdld, pufferolt vizes oldat.

15. A 14. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett

pufferolt vizes oldat hidrogén-karbonat oldat.



16. A 14. igénypont szerinti eljdrads, ahol a nevezett
hidrofil pordzus polimergél atlagos szemcsemérete 10-15 um.

17. A 14. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett hid-
rofil, pordzus polimergél dtlagos pérusdtmérdje 150 A.

18. A 16. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett méret-
kizdrdsos HPLC 800-1000 psi nyoméson tdrténik.

19. A 16. igénypont szerinti eljdrds, ahol a mozgdfazis kém-
hatdsa pH = 9-11.

20. A 16. igénypont szerinti eljards, ahol a mozgdfazis
0,7M-nal alacsonyabb koncentracidéji amménium-hidrogén-karbonat-
-oldat.

21. A 18. igénypont szerinti eljérds, ahol a nevezett
hidrofil, pordzus polimergél atlagos pdrusatmérdje 150 R.

22. A 20. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett
méretkizarédsos HPLC 800-1000 psi nyomason tdérténik.

23. A 22. igénypont szerinti eljéréds, ahol a nevezett hid-
rofil, pordzus polimergél atlagos pdrusatmérdje 150 R.

24. Eljarads a nagytomegl rekombindns borjli-szomatotropin
feldolgozadsdra azzal a céllal, hogy a bioldégiailag aktiv szarvas-
marha-szomatotropint elvalasztjuk a nagytdmegli rekombinans
szarvasmarha-szomatotropinban 1évé bioldgiailag inaktiv szarvas-
marha-szomatotropin nem-kovalensen kotdtt, oldhatd aggregdtumaitdl,
azzal jellemezve, hogy a nagytémegd rekombindns szarvasmarha-
-szomatotropint méretkizdrdsos HPLC-nek vetjlik ala, ahol alléfa-
zisként 5-15 um atlagos részecskeméretﬁ,Ahidrofil, pordzus poli-

mergélt, mozgdfidzisként pH = 8-12 kémhatasld, a szarvasmarha-szo-
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matotropint nem-denaturdld, pufferolt vizes oldatot hasznidlunk.

25. A 24. igénypont szerinti eljaréds, ahol a nevezett
pufferolt vizes oldat hidrogén-karbonat-oldat.

26. A 24. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett
hidrofil, pordézus ppolimergél atlagos szemcsemérete 10-15 um.

27. A 26. igénypont szerinti eljdrds, ahol a nevezett méret-
kizdrdsos HPLC 800-1000 psi nyoméson tdrténik.

28. A 26. igénypont szerinti eljards, ahol a mozgdfizis kém-
hatasa pH = 9-11.

29. A 26. igénypont szerinti eljéras, ahol a mozgdfazis
0,7M-ndl alacsonyabb koncentracidjli amménium-hidrogén-karbonat
pufferoldat.

30. A 27. igénypont szerinti eljards, ahol a nevezett hidro-

fil, porbzus polimergél atlagos pdérusatmérdje 150 R.

A meghatalmazott

ifj. Szentpéte{i Adam
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