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(57) KIVONAT
A taldlmény tirgya ioncserés kromatografiss eljarés a meghatérozott izoelekiromos pontjai kozotti értékre

granulocita-makrofdg kol6nia stimulalé faktor (GM- allitjak be, ezen a pH-n egy er0s kationcseréldn kro-

CSF) elvilasztisira hasonld szennyezéseket tartalma- matograféljék, a gyantir6l leoldjdk a GM-CSF-et, ki-

z6 fehérje-keverékekbdl., csapjak és gélszdréssel tisztitjtk. Kivant esetben az
Az eljérds szerint az anioncserével eltisztitott ke- egyes niveleteket megismétlik,

verék pH-jit a GM-CSF és a szennyezések eldre

A lefrds terjedelme: 6 oldal
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A talalmény térgya a hasonl6 szerkezetd szennyezése-
ket tartalmaz6 fehérje-keverékek elvilasztisira szolgé-
16 ij ioncseréld kromatografias eljirds, amely a kivént
fehérje és a szennyezések izoelektromos pontjainak
kiilonboz6ségén alapszik. A falflminy szerinti eljarés
eredményesen
kolénia stmul4l6 faktor — a tovébbiakban GM-CSE
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor)
— tisztitdséra.

Az joncserél6 kromatografia egyike a hagyoményos
kromatogrifids technikéknak, amit j6 kezelbetOsége,
olcs6saga, nagy teljesttoképessége €s 2 1éptéknovelés
egyszeri volfa miatt igen széles korben alkalmaznak,
méig nincs azonban egy olyan megold4sa, amely lehe-
t6vé tenné a hasonl6 szerkezetfl feh€rjék — példaul az

rDNS-(riboszomalis DNS)-fehérjék — tokeletes elvs- -

lasztisat.

Az 1DNS-fehérjék egyike a GM-CSE ami a vérben
keringve a granulocitik és makrofig sejtek szaporodd-
ght 6s érési folyamatit serkenti. El64llitas4ra és izoldla-
shra szdmos kisérlet tortént, igy az emberi rekombinéns
GM-CSF komplementer DNS-ét (cDNS) tobb labora-
t6riumban kl6nozzék, vagy nem rekombindns GM-
CSF-et 4llitanak el Mo-sejtvonalak segitségével (US
4438 032 szabadalmi lefrds). Gasson €s misai [Scien-
ce, 226, 1339-1342 (1984)] megéllapitotték az igy
nyert GM-CSF N-terminélisat6l szamifott 16 aminosav
szekvencidjit és felfedték, hogy az emberi GM-CSF-
nek szimos minor valtozata van €s a heterogenitds a
nukleotid-, mind az aminosav-szekvencidban kimutat-
hat6. Ismert példAul, az N-termindlis alanint6l szami-
tott 100. aminosav lehet treonin vagy izoleucin, ami
ama utal, hogy a fehérjék tobbségehez hasonléan a
GM-CSF-nek is szdmos allél véltozata Jéfezik az em-
beri populécitban.

A cDNS-ek, igy a GM-CSF cDNS-ének elgallitdséra
6s kl6nozdsira szdmos modszert ismeriink; az egyik —
legéltaldnosabb — m6dszer elve a kovetkez0. Kivalasz-
tunk egy olyan sejtvonalat (példaul egy nem-transzfor-
mélt emberi limfocita-vonalat), amely termeli a kivant
biol6giai aktivitdsti fehérjét, majd a sejtekbdl izolaljuk
a feljes mRNS-készletet. Az mRNS-ekrdl reverz
transzkripci6val elkészitjik az elsGdleges cDNS-széla-
kat, majd ezeken, mint templitokon, felépitjik a mi-
sodlagos cDNS-szdlakat is. Az igy nyert ¢DNS-szek-
vencifkat egy megfelel§ vektorhoz (plazmidhoz vagy
bakteriofighoz) kapcsoljuk jol ismert technikik (pél-
dul komplementer 4tfedés vagy ragad6s végek) segit-
ségével, majd alkalmas gazdasejtet transzformalunk
vele. Az tn. kifejez6 rendszerek (a vektorral bevitt
idegen génnek megfeleld fehérjét temmeld sejtvonalak)
széles kore 4ltal termelt fehérjék tisztitdsa oldbat6 meg
a taldlmé4ny szerinti eljirdssal: 2 gazdasejtek lehetnek
példéul baktérium-, €lesztd-, rovar- vagy emlGs-sejtvo-
nalak, de barmilyen mis eredetd sejtek is.

Ismertek kiilonboz6 médszerek a GM-CSF sejtvo-
nalakkal torténd el6allitisira és tisztitdséra [Blood 57,
13-21 (1981); J. Chromatography 296, 171-179
(1984); Science 228, 810-815 (1985) és 232, 506-508
(1986); Blood 69, 43-51 (1987); Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 84, 4428-31 (1987)], azonban ezek egyike sem
éri el j6 hozammal a kivént tisztasdgot, és gyakran
elfordul a biol6giai aktivitds elvesztése is.

A talslmény szerinti eljirds sorn egy nyers fehérje-
keveréket elGszor viszonylag tisztibb, azaz kevesebb
dsszetevot tartalmaz6 frakcidkra vélasztunk szét, majd
ezek kozil a kivant fehérjét és a hasonld szerkezetd
szennyezddéseket tartalmaz6 frakci6t ioncseréld gyan-
tan, olyan pH mellett tisztitjuk tovébb, ahol a kivant
fehérje és a szennyezGdések nett6 toltése ellentétes
elojeld, és ezért szelektiven kot6dnek az ioncseréld
gyantdhoz. Az joncseréld gyanta elGnydsen egy erfs
ioncseréls, amit ugyancsak eldnydsen dgy vélasziunk
meg, hogy a kivant fehérje kotdjon hozza. A fehérje
kinyerése ezutin a gyantér6l vald eluci6val torténik.

Az ioncserélén toriénd elvélasztas pH-jét célszerfen
gy vélasztjuk meg, hogy az az elvalasztani kivant
fehérjék izoelektromos pontjainak kozelében legyen és
ahol a lehetGséghez képest maximlis a kivant fehérje
és a szennyez6dések nettd toltéseinek kiilonbsége.

A taldlminy tirgydhoz tartozik tovabba, hogy az
optimélis elvélasztishoz megfeleld pH megvalasztisa
érdekében meghatdrozzuk mind a kivént, mind a
szennyez6 fehérjék izoelektromos pontjat. Az izoelekt-
romos pontok meghatérozisa elonydsen szimitogépes
szimuldci6val vagy kozvetlen méréssel (példaul izo-
elektromos f6kuszalassal) torténhet.

A talalminy szerinti eljirds alkalmas az DNS-fe-
hérjék, elonydsen a GM-CSF tisztitisara, kilondsen 2
GM-CSE és a delta-4 GM-CSF egym4st6l torénd elvé-
lasztiséra.

A fehérjék tisztitssdnak kiilondsen elGnyos médja,
ha egymds utin elvégezzik a kovetkezd 1épéseket:

a) dextrén-, cellul6z-, agaréz- vagy alkilgyanta-ala-
pi, kvaterner amin funkci6s csoportd anioncseréldn,

b) dextrén-, cellul6z-, agar6z- vagy alkilgyanta-ala-
pii, szulfonét funkcids csoportii kationkicserélon, majd

¢) 5000 — 100000 dalton molekulatomeg-hatirok
kozott frakciondlé szirGgélen vélasztjuk el a kivant
fehérjét a szennyezdésektol.

A talslmény szerinti eljirds lényeg€ben egy nagy
felold6képességi ioncseréld kromatogréafids technika,
ami j6l haszndlhat6 nyers fehérje-keverékek, elsOsor-
ban rDNS-fehérjék elvilasztiséra. Ebben az esetben az
joncserélést a kivant fehérje izoelektromos pontjéhoz
igen kozeli pH-n végezzik, elonyosen egy olyan pH-n,
ahol a kivént fehérje és a szennyezGdések neftd
tltéseinek kiilonbsége maximalis és egydtial ellentétes
is. Ilyen korilmények kozott az joncseréln a kiilonbo-
26 fehériék szelektiv megkotGdese érhetd el még akkor
is, ha azok abszoldt toltései a z€rushoz kozeli értékek.
A fent leirt sajafossdgok miatt a taldlmany szerinti
joncserél kromatogréfids technikét , ,Delta Izoelekt-
romos Pont” médszemek nevezzik (DIP).

Az rDNS-fehérjéket kiilondsen szoros szerkezeti ha-
sonl6saguk miatt igen nehéz elvalasztani egymistol a
kiilonboz6 kromatografiss technikikkal (példéul gél-
sziités, ioncserélés, hidrof6b kotédés, forditott fazisi
folyadékkromatogréfia, fémkelat-affinitdsi kromatog-
rifia, stb.). A kivént fehérje és a szennyezddések kozel
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azonos molekulatdmeg( és t0ltéseloszlasi fehérjék, és
az ut6bbiaknak hiényzik egy (néha tobb) toltést hordo-
z0 aminosavjuk. Jellegzetes szennyez&dések azok a
fehérjék, amelyek magdbdl a kivint fehérjébdl kelet-
keznek a tisztitds sordn, példdul néhény ldncvégi ami-
nosav lehasaddsa ttjin, ami konnyen elSfordul akar
fehérjebontd enzimek jelenléte, akdr az ioncseréls
gyantaval valé kolcsonhatés miatt. Az ilyen szennyez6-
dések a bagyoményos kromatogrifids technikikkal
egyszerien eltdvolithatatlanok.

A DIP technika szdmos szempontbdl kiilénbdzik a
bagyoményos ioncserélést6l. A pH olyan, hogy a fehér-
jék nett6 elektromos t6ltése minimalis mértékd, tehat
az ioncseréld gyanta aktivaldsi pH-ja csak az egység
tortrészeivel kalonbozhet a kivant fehérje és a szennye-
zGdések izoelektromos pontjatél. Ez élesen kiilonbszik
a hagyoményos technikaktél, ahol a kivént fehérje net-
to toltésének maximaliz8ldsira térekszink, azaz a
gyanta aktivalasi pH-ja legaldbb 1-2 egységgel killon-
bozik a fehérje izoelektromos pontjatél (2 kiilonbség
legalabb egy nagysigrenddel meghaladja a DIP techni-
ka é&ltal megkivéntat.)

ADIP technika kivitelez€séhez a pH-t, azaz a kivént
€s a szennyez6 fehérjék izoelektromos pontjait elére
meg kell hatirozni. Ez térténhet a pH-t6ltéseloszlds
fiiggvények szdmit6gépes megoldisival vagy kozvet-
len analitikai mérésekkel, példdul izoelektromos foku-
szaldssal. A hagyoményos ioncserélés esetén erre nin-
csen sziikség, mivel a kivént fehérje toltésmennyisége-
inek maximalizaldsat konnyen elérhetjiik a fiziol6gias-
t0l tdvoli pH beéllitdsdval, s ezért a korilményeket
csak empirikus tton szoktik optimalizilni. Egyetlen
hagyoményos technika esetén sem takarithaté meg
azonban az a faradségos munka, amit a megfeleld leol-
dési (elicios) korilmények kikisérletezése jelent.

Egy tovabbi killonbség, hogy a hagyominyos tech-
nikdk esetében nem forditanak gondot a kivént fehérje
és a szennyezOdések toltéseinek polarizdldsira, mig a
DIP technika sordn alkalmazott pH-t az egymistél el-
vélasztani kivint fehérjék — egyébként egymiéshoz igen
kozeli értéket mutatd — izoelektromos pontjai kozé
allitjuk be és igy elérjik, hogy a toltésik ellentétes
eldjeld lesz.

A DIP technikdban a fehérjéket nagy ionerGsségii
oldatban visszik fel az joncserélSre, mert igy csok-
kenthetjiik a fehérje-fehérje kolcsonhatisokat és er6s
ioncseréldt alkalmazunk. Ez éppen a forditottja a ha-
gyoményos ioncserélés koriilményeinek. A fehérjefe-
hérje kolcsonhatds kiiktatdsa azt eredményezi, hogy
mir a feltoltés sordn megtorténik a fehérjék szétvalssa,
amit egy gradiens-eliciéval teljessé tehetiink. A hagyo-
ményos technika esetén a feltoltés alatt nem szelektiv,
egyenletes felkotddés 1orténik, elvalasztas csak az eld-
ci6 sordn van, és az egymashoz is kot6d6 fehérjemole-
kuldk eloszlésa sem egyenletes az aktiv feliileten.

A fehérjék felileti 161téseloszldsinak pH-fiiggését
kereskedelemben kaphat6 programokkal birmely al-
kalmas szdmit6gépen (mainframe, mikro- vagy szemé-
lyi szdmit6gép) kiszdmithatjuk és megjelenithetjiik.
Megfeleldnek bizonyult erre példul egy Vax szAmit6-
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gép (Digital Corp.) az Intellegentics, Inc. ,Polypeptid
Analysis System” (1981-1986) cimd programjaval,
amely a primer aminosav-szekvencidt hasznilja kiin-
dul6 adatmak a szdmitishoz. A fehérjék izoelektromos
pontja egyébként meghatirozhaté a szakemberek elétt
kozismert izoelektromos fokuszildssal is.

A DIP kromatogréfis technika kiilonosen olyan fe-
hérjék esetében alkalmazhat6, amelyek nem denaturs-
l6dnak az izoelektromos pontjukhoz kozeli pH-tarto-
ményban, Szimos fehérje izoelektromos pontja ismert az
irodalombél [14sd péld4ul Righetti és mitsai, ,Isoelectric
Points and Molecular Weights of Proteins — A New Tab-
le”, J. Chrom., 220, 115-194 (1981)), és kozottik sok
olyan van, amelyek esetében a DIP technika j6l alkal-
mazhato. Példaként emlithetjiik a GM-CSF-en kiviil a le-
ukocita- és limfoblaszt-interferonokat, a ndvekedési hor-
mont, a szuperoxid-diszmutézt, az eritropoietint, az anti-
trombin III-at, a laktogént, a plazminogént, a prolaktint,
az urokinézt vagy a B,-vitaminkt6 fehérjét.

A DIP technika alkalmazésénak el6nyei j6l észreve-
hetdek, ha az emberi rekombinins GM-CSF tisztitisat
vizsgéljuk. A GM-CSF készitményekben mindig jelen
van az N-termindlis végér6l négy aminosavat elvesz-
tett, Ggynevezett delta-4 GM-CSF is, amit6]l a kordbbi
tisztitdsi eljdrdsok sorin — kvaterner amino-etil aktiv
csoportos anioncseréléssel, gélsziiréssel vagy forditott
fazisi kromatogréfidval — nem lehetett teljesen meg-
szabadulni. A DIP technik4val azonban ez j6l megold-
hat6. A két molekuldra elvégzett szdmitdsok azt mutat-
tdk, hogy a GM-CSF izoelektromos pontja 5,24, a
delta-4 szirmaz€ké pedig 4,98. Ezutin megkerestik
azt a pH-értéket, ahol a) a GM-CSF toltése ellentétes
elgjeld a delta-4 szennyezéséhez képest és b) a nettd
toltések kiilonbsége maximéilis. A két fehérje kozott 1
toltés/mol kilonbség van minden pH-érték mellett
(példaul pH=0,5 esetén +16 és +15, pH = 11,5 esetén
—-11,1 és -12), de pH=5 esetén a toltésiik ellenkezd
elgjeldvé valik (+0,9 és-0,1). '

Az Escherichia coli gazdasejtben kl6nozissal ter-
melt GM-CSF nyersprepardtumok a gazdasejtbsl szar-
maz6, alacsony izoelektromos ponti szennyez6 fehér-
Jjéket €s proteolitikus faktorokat is tartalmaznak. Az
ilyen szennyezések elvélasztdsat hatékonyan segiti a
nagy ionerGsség, ami megakadélyozza a fehérjemole-
kuldk egymis kozotti elektrosztatikus kapcsol 6dasat,

A nagy ionergsségti, pH=5 koriili kémhatasd fehér-
jeoldatok elvélasztisdhoz alkalmas erds ioncserél§ le-
het példaul egy dextrén-, celluléz-, agar6z- vagy akril-
gyanta-alapd, szulfonét funkci6s csoporti kationcseré-
16 (példdul a Pharmacia 4ltal gyartott S-Sepharose).
Egy ilyen ioncseréld oszlop alkalmazdsival sikeriilt
egyetlen lépésben megtisztitanunk egy nyers preparé-
tumot az aldbbi szennyez&désekidl: a delta-4 szarma-
z€kt6l, az alacsony izoelektromos pontii coli-fehérjék-
161, egy 20 kd tomegd, korabban eltdvolithatatlan coli-
eredetll szennyezGdéstdl és egy proteolitikus faktortdl.
Ezzel az eredetileg 50%-o0s tsztasdg 90%-osra emelke-
dett €s a készitmény stabilis lett, a kromatogrifia meg-
isméuésével pedig elértik a 99%-os tisztasigot
70-80%-o0s kitermelés mellett.
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G. G. Wong és munkatérsai természetes és rekombi-
nfns eredeti GM-CSF-et is tisztitottak [Cancer Cells
(3), szerk. Feramisco és mtsai., Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, 1985, 235-242. old.] Eljérasuk
bonyolultabb a taldlmény szerinti eljardsnél, ezenkivil
acefonifrilt tartalmaz6 eluenssel végeznek HPLC tiszti-
t4st. A kitermelések 6,6% és 53% kozott véltoznak, de
a tisztitott GM-CSF heterogén, és nem kozlik, hogy a
HPLC tisztitssnal hasznélt old6szereket eltdvolitottak-
e. A taldlmény szerinti eljiris médszereiben egysze-
fibb és tisztabb terméket eredményez, amely nincs
szennyezve old6szermaradékokkal.

A kovetkez6kben a GM-CSF izoldl4sdnak és tiszti-
t4sanak mepetst mutatjuk be. Az anioncser€l§ kroma-
togréfifs 1épés (elonydsen egy kvatemer aminoetil
funkci6s csoportd oszlopon végezve) része a hagyomé-
nyos eljirdsnak is, €s a coli-eredetii, magas izoelektro-
mos pontil fehérjék eltdvolitasat szolgdlja. A szintén
hagyoményos gélsziirési I€pés célja az alacsony és ma-
gas molekulatomegd szennyezések eltavolitdsa.

Bir a lefrisban egy el6tisztitott fehérje-frakci6t vi-
sziink fel az er6s ioncseréldre és 4tfoly6 rendszerl
oszlopot alkalmazunk, ezzel nem zdrjuk ki a talalmény

szerinti eljirds olyan megval6sitisi modjait, mint a

nyers prepardtumok ioncserélore vitele vagy az ioncse-
rél6nek edényben torténd, szakaszos kezelése.
Altalsnossdgban elmondhatjuk, hogy az sszes 1é-
pést 2-15 °C kozotti homérsékleten végezzitk. A fehér-
je meghatdrozdst a coomassie-ke€k kotodéssel [Anal.
Biochem., 72, 248-254 (1976)] mértiik. Ha egy-egy
1épésben nem értik el a kivént tisztasdgot, Ggy azt
ugyanazon az oszlopon megismételtik, szitkséges eset-
ben visszatériiink kor4bbi 1épésekhez is. Ujra feldol-
goztuk az eliici6 sordn kapott mellék-frakcidkat is. Az
egyes lépések kozott a fehérjeoldat koncentraci6jat
amménium-szulfifos vagy izoelektromos kicsapéssal
és/vagy ultrasziiréssel allftottuk be. Az Osszes oldatot
jonmentesitett, reverz ozmézissal tisztitott vagy injek-
talhat6 min6ségi (pro. inj.) vizzel készitettiik el.

1. lépés

Kromatografilds kvaterner amin oszlopon

A GM-CSF-et tartalmazé nyers fehérje-preparitum
pH-jt 5-7,5koz& llitjuk be 1 molos bisz-trisz/HCL puf-
ferrel, majd az oldatot centrifugéljuk és/vagy szirjik. A
vezetGképességét 10 ms/cm értékire Allitjuk szikség
szerint vizzel val6 higitdssal vagy 4 m6los nértium-klorid
oldattal. Az oldatot ezutin felvisszik a kvaterner amin
oszlopra (azaz egy kvatemer amin funkci6s csoportokat
tartalmaz6 anioncseréld gyantira, példdul a Phammacia
Q-Sepharose készitményére ) gy, hogy a fehérje/ioncse-
1616 arény ne haladja meg az 50 g/1 gél értéket. Az eliici-
6t 0-1,4 m6l hatfrok kozott nitrium-klorid vagy mis
megfelels s6 gradiensével végezzik 20 mmélos bisz-
triszZHCL pufferben. A GM-CSF-et tartalmazé frakei6-
kat a tovabbtisztitds el6tt egyesifjik.

2. lépés
Kromatografélds szulfonét oszlopon
Az egyesfiett oldat pH-jat 1 mélos ecetsav- vagy 4
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mélos sésav-oldattal 5,0-re 4llitiuk, szikség esetén 6
mélos nitrium-hidroxiddal korrigaljuk. A vezetoképes-
séget 0,01 moélos ecetsav/NaOH pufferrel (pH=5,0)
13 ms/cm értékre 4llitjuk be. Az oldatot 0,2/uYm-es
szlirén szitjik és felvisszik egy szulfonit funkcids
csoportokat tartalmazd kationcserélg oszlopra (Sep-
hadex S-Saepharose) 20 g fehérje/1 g€l ardnyban. Az
eltci6t 0-0,5 mol hatirok kozott natrium-klorid vagy
mis s6 gradiensével végezziik 20 moélos ecetsav/NaOH
pufferben (pH =5,0), ami 0,13 m6l pétrium-kloridot is
tartalmaz; a megfeleld frakcitkat egyesitjik. Ezt a 1é-
pést rendszerint meg kell ismételni.

3. lépés

Ammo6nium-szulfitos kicsapas

Az egyesitett frakci6khoz amménium-szulfatot ada-
golunk az 50-60%-os telitettség eléréséig. A csapa-
dékot centrifugalassal kinyerjik és hiitve taroljuk.

4. lépés

Gélszfirés

A csapadékot megfeleld pufferben — példaul 10 mm6l
nétrium-foszfat/50 mmol citromsav pufferben (pH=6),
ami 0,35 m6l koncentréci6-hatirig egy s6t, példaul natri-
um-Kkloridot is tartalmazhat - feloldjuk, az oldatot centri-
fugdljuk és 0,2 pYm-es sziiron szinjik. Az 5000 —
100000 dalton kozott frakci6ndlé gélszird oszlopot
(Sephadex Sephacryl S-200 HR; Pharmacia), elozoleg
telitjiik a pufferre], majd 3,5 g fehérje/1 g€l ardnyban fel-
vissziik rd a fehérjeoldatot. Az elici6t ugyanazzal a puf-
ferrel végezziik, a kellG frakciokat egyesitjik és egy puf-
ferrel, példdul 10 mm6l foszfat2 mmél citrt pufferrel
(pH=7,2) szemben dializljuk. Azegész 4. 1épés elvégez-
het§ az ut6bbi pufferrel is.

5. lépés

Uto6tisztitas

A dializ4lt fehérje-oldatot — ami a tisztitott GM-
CSF-et tartalmazza — még egyszer 0,2 pYm vagy ki-
sebb pérusméretd szdrdn atszirjik és —20 °C-on vagy
alacsonyabb hémérsékleten tiroljuk.

Az izoelektromos pont méréssel torténd meghatiroza-
sakor gélelekiroforézis-technikét haszndlunk {J. S. Faw-
cett: ,Recent Developments in Isoelectric-focusing™ in
Electrophoretic Techniques, (G. E. Simpson & M. Whitta-
ker szerk.) Academic Press, 1983, 58. old.; P. G. Righetti:
_Isoelectric-Focusing: Theory, Methodology and Applica-
tion”, Elsevier Biomedical Press, 1983, 148. old.; P. Gill,
Electrophoresis 6, 282 (1985); M. D. Freym Electrophore-
sis 6, 282 (1985); M. D. Frey, Electrophorézis 3, 27-32
(1982); M. Geermeiner, Electrophoresis 3, 146 (1982)].

A tovéibbiakban egy példan keresztiil mutatjuk be a
DIP technika alkalmazasit a GM-CSF tisztitiséra.

1. Péida

A GM-CSF tisziiidsa

Az 1. lépés: Kromatografélds kvaterner amin oszlo-
pon

Egy GM-CSF-et k6dol6 DNS-t tartalmaz6 vektorral
transzformalt E. coli baktériumtdrzs tenyésztésével
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nyert fermentlé eldszrése utdn kapott 180 liter nyers,
GM-CSF-tartalmd oldat pH-jat 6,0-ra dllitjuk be 3,6 li-
ter 1 mélos bisz-trisz/HCL puffer (pH=6,0) és 2,0 liter
4 mélos sésav-oldat hozzéadaséval. A kivalt csapa-
dékot Sharpless centrifugdban 4tfolyés rotorral,
0,75 Vperc rataplaléssal eltivolitjuk és a feluldszé ve-
zetOképességét hideg vizzel torténd 1,55-sz0rds higi-
tissal 5,5 ms/cm-re 4llitjuk be. A 12 liter térfogati
(25 em 4tmérdjd) Q-Sephadex oszlopot 10 oszloptérfo-
gatnyi pufferrel (20 mM bisz-trisz/HCL puffer,
pH=6,0) ekvilibriljuk, majd 43,6 liter febérje oldatot
toltiink r4, ami 20 mg fehérje/ml gyanta ardnyt jelent. A
feltoltés utin az oszlopot 120 liter ekvilibréciés puffer-
rel mossuk (250 ml/perc 4tfolyés), majd linedrisan
emelkedd nétrium-klorid gradienssel eludljuk (a gradi-
enst 78 liter 20 mmélos, 0,03 M nétrium-kloridot tar-
talmaz6 és 78 liter, 20 mmo6los, 0,32 M nétrium-klori-
dot tartalmaz6, 6,0 pH-ji bisz-trisz/HCL pufferbdl 4l-
litjuk el6). Az egyes frakci6k 1,2 liter GM-CSF tartal-
mét gélelektroforézissel ellendrizzik és az egyesitett
frakcidkat (4,9 liter) vissziik tovabb.

2. lépés: Kromatografdlds szulfondt oszlopon

Az egyesitett frakci6 (4,9 liter) pH-jat 5,0-re, vezetd-
képességét 15 ms/cm-re dllitjuk be 49 ml 1 mélos ecet-
sav-oldat illetve 2 liter nitrium-hidroxiddal pH=5,0-re
~ beéllitott 0,01 molos ecetsav-oldat hozzdaddséval. Az ol-
datot 0,2 pYm-es sz{irdn megszdrjik, majd ratoltjik egy
0,8 liter térfogati S-Sepharose oszlopra, amit el6zéleg
0,13 mél nitrium-kloridot tartalmazg 20 mmoélos ecet-
sav-oldattal (pH=S) ekvilibriltunk: a fehérje/gyanta
ardny 4,7 mg/ml. Az oszlopot elfszor 2,4 liter ekvilibra-
ciés pufferrel mossuk, majd linedrisan emelked6 nétri-
um-klorid gradienssel eludljuk (a gradienst 5,6 liter
20 mmolos, 0,13 mél nitrium-kloridot tartalmazé és
5,6 liter, 20 mmolos, 0,5 mél natrium-kloridot tartalma-
z6, 5 pH-ji ecetsav-oldatbél dllitjuk el6). A frakcidkat
gélelektroforézissel ellendrizziik, a GM-CSF-et tartalma-
z6kat egyesitjik és azzal megismételjik a 2. 1épést.

3. lépés: Ammodnium-szulfdios kicsapds

A 2. 1épésben kapott egyesitett oldathoz (2,4 liter)
351 g/1 amménium-szulfitot adunk (55%-os telités).
Az oldatot 2 6rén 4t 4 °C hémérsékleten 4llni hagyjuk,
majd ugyancsak 4 °C-on 30 percig centrifugéljuk 4500
fordulatszédmon.

4. lépés: Gélszllrés
A 3. 1épésben kapott csapadékot 36 ml, 18 mmél
nétrium-foszfat/2 mmél citromsav pufferben (pH=7,2)
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feloldjuk, az oldatot 30 percig 4500 fordulatszimon
centrifugdljuk, majd 0,2 pYm-es szlrfn szdrik. A
tiszta oldatot ratoltjik egy 1,8 liter térfogatd Sephacryl
S-200 HR (Pharmacia) oszlopra, amit el6zdleg a fenti
pufferrel  lekvilibraltunk: a  fehérje/gél  ardny
0,21 mg/ml. Az oszlopot 1,9 liter fenti pufferrel eluil-
juk; a megfeleld frakcidkat a fehérjetartalom mérésével
vélasztjuk ki.

5. lépés: Utdrisztitds

A 4, 1épés egyesitett frakcidit 0,2 uYm-es szfirén
szdrjik és —20 °C hdmérsékleten troljuk. A GM-CSEF
95-99%-os tisztasagi; a kitermelés: 32%.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés GM-CSF elvélasziisdra GM-CSF-et és
szennyez fehérjéket tartalmaz6 nyers fehérje-preparé-
tumokbol ioncseréld kromatogréifidval, azzal jellemez-
ve, hogy a keverék vagy egy anioncseréld gyantin
(vagy anioncseréld kromatografidval) elGtisztitott ke-
verék pH-jat a kivant fehérje €s a szennyezések eldre
meghatarozott izoelektromos pontjai kozott értékre 4l-
litjuk be, ezen a pH-n egy erds kationcseréld gyantin
kromatograféljuk a keveréket, a gyantihoz kotott ki-
vant fehérjét eluéljuk, kicsapjuk, gélsziiréssel tovabb-
tisztitjuk, és kivént esetben az egyes 1épéscket egyszer
vagy tobbszdr megismételjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy anioncseréléként kvaterner amino-funkciés cso-
portokat tartalmazé gyantit hasznilunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy kationcseréloként szulfonit-funkci6s csoportokat
tartalmaz§ gyantit hasznalunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az izoelektromos pont meghatirozisit szamito-
gépes szimuldcidval vagy izoelektromos fokuszalassal
végezziik.

5. Az 1. igénypont szerint eljirds, azzal jellemezve,
hogy a kivant fehérjét amménium-szulfattal csapjuk ki.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaris GM-CSF elvélasz-
téséra GM-CSF fehérjét és delta-4 GM-CSF-et tartal-
maz0, rekombindns tton nyert fehérje-keverékbdl, az-
zal jellemezve, hogy a keveréket el§szor kvatermer ami-
no-funkcids csoportokat hordozé anioncserél§ gyantan
eldtisztitjuk, majd a pH értéket 5,0-re bedllitjuk, szul-
fonat-funkci6s csoportokat hordoz6é kationcseréls
gyantdn kromatografaljuk, amménium-szulfittal ki-
csapjuk, és gélsziiréssel tisztitjuk.
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