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_;Maialmany—ta%gaﬁa( Ejérés egy novekedési hormon hidrofob szarmazékanak a

névekedési hormon nativ formajava valo konvertalasara, valamint egy névekedési
hormon hidroféb szarmazéka jeleniétének detektalasara szolgald modszer.
g.ialélmény‘szeﬂnﬂ eljarast az jellemzi, hogy a ndvekedési hormon szarma-
zékat egy merkapto vegyulettel kezel}@l@valamint a novekedési hormon szarmazeka
egy extra kénatomot tartaimaz a nativ ndvekedési hormonhoz viszonyitva, és a no-
vekedési hormont egy hidroféb( interakcios kromatografianak vetj@balé és az oszlo-
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A talalmany terulete

A jelen taldlmany egy novekedési hormon hidroféb szarmazeka jelenlétének
detektalasara szolgald modszerrel, valamint a szarmazék a novekedési hormon na-

tiv formajava vald konvertalasara szolgalé modszerrel kapcsolatos.
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A talalmany hattere

Az emberbdl és a kdzonséges haziallatokbdl szarmazo novekedési hormonok
megkézelitéen 191 aminosavbol allé proteinek, melyeket a hipofizis ellld lebenye
szintetizal és szekretal. A human novekedési hormon 191 aminosavbal all, moleku-
lasulya 22125 D. Négy cisztein maradek talalhato benne, melyek jelenléte 2 diszulfid
hid kotést eredményez. Az 53-as és a 165-0s pozicioknal talalhato ciszteinek kozotti
diszulfid hid eredményezi a f& hurkot és a 182-es és a 189-es pozicioban talélhato
ciszteinek kozotti diszulfid hid egy kisebb hurkot képez.

A névekedési hormon egy olyan kulcs hormon, mely nemcsak a szomatikus
novekedés szabalyozasaban vesz részt, hanem a proteinek, szénhidratok és a
lipidek metabolizmusanak szabalyozasaban is.

A névekedési hormon hatasa alatt allé szerv rendszerek k6zé koze tartoznak
a csontvaz, a kdtdszovet, az izomzat és a zsigerek, mint pl. a maj, a bélrendszer és
a vesek.

A rekombinans technoldgia és a névekedési hormon gén klonozasanak kifej-
lesztéséig - mely most pl. a human novekedési hormon (hGH) és a Met-hGH ipari
méterii termeléséhez vezetett - a human névekedési hormont csupan human holttes-
tek hipofizisébdl lehetett kinyerni.

A novekedési hormon nagyon korlatozott mennyisége ennek hasznalatat a
gyermekkori és serdiilékori longitudinalis névekedés serkentésére korlatozta a tor-
peség kezelésére, bar javasoltak a kis termet (a novekedési hormon deficiencia ko-
vetkeztében felléps, a normalis kis termet és a Turner szindroma) a felndttkori noéve-
kedési hormon deficiencia, a terméketlenség, az égési sérilések, a sérllések, a
dystrophia, a csont &sszeforras, az osteoporosis, a diffuz gyomor verzes es a

pseudoarthrosis kezelésére.
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Tovabba, a ndvekedési hormon hasznalatat javasoltak a haziallatok noveke-
dési sebességének ndvelésére, az emberi fogyasztasra szant allatok zsir mennyise-
gének csdkkentésére, valamint a tejeld allatok tejtermelésének fokozasara.

A rekombinans technikakban a human névekedési hormont normalisan a hu-
man névekedési hormont kodold gén expresszalasaval termelik, az emlitett gen egy
mikroorganizmusba valdé inzertalasan keresztul. Ezutan a novekedési hormont a
taplevesbdl izolaljak, lehetdleg a mikroorganizmusok lizalasa utan. A hGH expresz-
szalasara leggyakrabban hasznalt gazda az E. coli.

A hipofizisbd! kivont, vagy a rekombinans technikaval el@allitott novekedési
hormont mindig megfelel6 standardekkel hasonlitjak dssze egy autentikus termékkel
vald azonossag biztositasa celjabol.

A hipofizisbél kivont hGH-t vizsgalat ala vetettek az aberrans formak detekta-
lasa céljbdl, valamint ezek specifikus aktivitasanak meghatarozasahoz. A fent emli-
tett molekulasulyu novekedési hormonon tul szamos egylancu forma is termelddik,
ahol a 32-46 aminosav maradékok hianyoznak. Ezek az ugynevezett 20 k fomaju
hGH-k. Ez a varians az eredménye az mRNS szinten torténd vaitakozo hasitasnak
is. A hipofizib6l izolalt hGH készitményekrdl azt irtak, hogy tartalmaznak témeg, tol-
tés. elrendezédési, és oxidalt variansokat, valamint hasitasi variansokat is. Az uj
vizsgalatok kifejlesztése lehet6vé tette a készitmenyekben és a standardekben na-
gyon kis mennyiségekben levé névekedési hormon szarmazékok jelenlétének detek-
talasat. Igy egy ezideig ismeretlen hidrofob, szennyezGdés kerlilt detektalasra a hu-
man novekedési hormon készitmények tisztitasaval kapcsolatban, Hidroféb Inte-
raction Kromatografiat (HIC) hasznalva specialis kozlimények kozott. Ezt a szarma-
76k normalis esetben nem keriil detektalasra a human ndvekedési hormon mintak

tesztelésére hasznalt semmilyen mas modszerrel (ideértve az SDS-PAGE, RP-
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“HPLC, IE-HPLC és GPC modszereket vagy a mas korillmények kozott végzett HIC
modszert).

A gydgyszerészet készitmények eldallitasahoz altalaban elényben részesul a
lehet6 legtisztabb formaban levé aktiv alkotorészek alkalmazasa ¢s ha lehetséges
elényben részesul a monokomponensi vegyuletek formajaban levd aktiv alkotoreé-
szek alkalmazasa.

Kivanatos egy olyan modszer kifejlesztése, mellyel konnyen lehet detektaini
az itt leirt novekedési hormon hidroféb szarmazékait, valamint szlikség van a nove-
kedési hormon tételekbdl a szarmazekok eltavolitasara szolgalo modszerre.

Lehetéség van a hidroféb szarmazékok fizikai szeparacios technikakkal valo
eltavolitasara. Azonban egy ilyen eljaras magaban kevésbé kivanatos az aktiv alko-
torészek menyiségi vesztesege miatt.

igy szlkség van egy olyan eljarasra is, mely biztositja a novekedési hormon

hidroféb szarmazékainak nativ termékkeé valo kvantitativ konverziojat.

A talalmany rovid leirasa

Azt talaltuk, hogy a talalmanyban leirt human névekedési hormon hidrofob
szarmazéka konnyen detektalhato kromatografias modszerekkel ¢s konnyen konver-
talhatd a human novekedési hormon nativ formajava.

igy egy els6 aspektusban, a talalmany egy novekedési horon egy hidrofob
szarmazéka jelentlétének detektalasara szolgalo modszerrel kapcsolatos, mely hid-
roféb szarmazék egy extra kénatomot tartalmaz a nativ ndvekedési hormonhoz vi-
szonyitva, és ahol a novekedési hormont egy hidrofob interakcios kromatografianak
vetjiik ala, melynek soran az oszlopot ammonium szulfat gradiensével elualjuk és a

hidrofob szarmazek jelenlétét detektaljuk.
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A hidroféb interakcios kromatografia az LC & GC.INTL-beben kerdlt leirasra
(Vol 5, No. 11 (1992) 14-29).

A HIC egy fenil szuperdz oszlop FPLC készulékben valo hasznalataval ve-
gezhetd el. A megfeleld készllék az FPLC keszllek Fenil Szuperoz HR 5/5, melyet a
Pharmaciatol lehet beszerezni.

Az eludlas megfeleld sokkal végezhetd el, mint amilyen az ammonium szulfa-
tok és/vagy az ammonium acetat.

A ndvekedési hormon hidrofob szarmazékait tartalmazé HIC-bdl szarmazo
eluatumok frakcidi ezutan peptid térképezésnek vethetdk ala, a leirtaknak megfele-
I6en (High Performance Liquid Chromatography in Biotechnology Ed. William S.
Hancock, John Wiley & Sons Inc., 1990, Chapter 9.).

A novekedési hormon hidrofob szarmazéka detektalhato a retencids idok 6sz-
szehasonlitasaval, mivel a triszulfid hidat tartalmazo fragment retencids ideje hosz-
szabb, mint a diszulfid hidat tartalmazo megfelel6 fragmente.

Egy tovabbi aspektusban, a jelen taldlmany egy ndvekedési hormon hidrofob
szarmazékanak a novekedési hormon nativ formava valé konvertalasara szolgalo
modszerrel kapcsolatos.

Meglepden azt talaltuk, hogy a ndvekedési hormon hidrofob szarmazéka a
novekedési hormon nativ formajava egy merkapto vegyulettel valo kezeléssel alakit-
hatd. A kezelést kényelmesen oldatban végezhetjik el, melyben a human noveke-
dési hormon hidrofob szarmazéka egy oldészerben van.

Azt talaltuk, hogy az ilyen hidrofob szarmazekok kozvetlenll a nativ formava
konvertalhatok egy merkapto vegyiiletet hasznaié enyhe kezeléssel. igy a konverzid
vagy a "Ujra hajtogatas" a talalmany szerint elvéegezhetd a proteinek ujra hajtogata-

sahoz valo hagyomanyos pufferrel, de a proteinek Ujrahajtogatasakor normalisan
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varhaté diszulfid hidak torésére szolgaldo megel6z6 redukcids vagy denaturacios
lépés nelkul.

A talalmany egy tovabbi aspektusa szerint a hGH hidroféb szarmazékat a na-
tiv hGH-va valo konverzié végrehaijtasa elétt izolaljuk.

Elényben részesitjiik a novekedési hormon hidrofob szarmazékat tartalmazo
teljes ndvekedési hormon tétel kozvetlen kezelését a ndvekedési hormon szarmazek
izolalasa nélkdl.

A merkapto vegyulet lehet barmely merkapto vegyulet, mely nincs karos ha-
tassal a ndvekedési hormonra a reakcid koriimények kozott. Az elényben részesitett
vegyiletek az olyan vegytletek, melyek képesek a névekedési hormon szarmazek
kézvetlen nativ formava vald transzformalasara, a névekedesi hormon redukalasa
- a nativ névekedési hormonban jelenlevé mindkét diszulfid hid teljes széttorésével -
nélkiil. A merkapto vegylet lehet pl. cisztein, glutation, 2-merkapto-etanol vagy
ditiotreitol (DTT). Az elényben részsesitett vegylleteket a ciszteint &s a glutationt
tartalmazo csoportbol szelektaljuk. Leginkabb a ciszteint részesitjik elényben.

Normalisan a merkapto vegyilet oldatban van 0,1 - 5 mM koncentracioban.
Elényosen a koncentracié a 0,5 - 3 mM hatarok kozé esik. A talalmany elényben ré-
szesitett aspektusa szerint a ndvekedési hormont 1 - 2 mM koncentracioban levd
ciszteinnel kezeljuk.

A taldlmany szerinti hasznalatban a "novekedési hormon" kifejezes olyan no-
vekedési hormont jelent, mely madarbal, szarvasmarhabdl, lobol, emberbdl, juhbal,
disznobdl, lazacbol, pisztrangbdl vagy tonhalbol szarmazo novekedési hormon, el6-
nydsen szarvasmarha, human, vagy diszno novekedési hormon, leginkabb a human
novekedési hormon részesil elényben. A kezelendd novekedési hormon a jelen ta-
lalmannyal 6sszhangban lehet egy természetes forrasbol izolalt novekedési hormon,

pl. egy hagyomanyos modszerrel a hipofizisbol kivont novekedési hormon, vagy egy
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rekombinans technikaval el&allitott ndvekedési hormon (pl. E.B. Jensen and S.
Carlsen Biotech and Bioeng. 36, 1-11, 1990). Az el6nyben részesitett novekedési
hormon a human novekedesi hormon.

A "novekedési hormon" lehet a ndvekedési hormon egy csonkitott formaja,
ahol egy vagy tébb aminosav maradékot vetettink ala delécionak; ezek egy analog-
ja, ahol a nativ molekuldban egy vagy tobb aminosav maradekot helyettesitettink
mas aminosav maradékkal, elénydsen egy természetes aminosav maradekkal,
amennyiben a helyettesités nincs karos hatassal, pl. antigenitas, vagy csokkent ha-
tas; vagy ezek egy szarmazéka, pl. rendelkezhet egy N- vagy C-terminalis exten-
zioval mint pl. Met-hGH, Met-Lys-hGH, Ala-Glu-hGH, Thr-Glu-Ala-Glu-hGH, Ala-Glu-
-Ala-Glu-hGH, Met-Glu- Ala-Glu-hGH, Met-Phe-Glu-Glu-hGH, Met-Asp-Ala-Asp-
-hGH, vagy Met- Glu-Ala-Asp-hGH.

A kezelendd ndvekedési hormon szarmazéka oldatanak eléallitasahoz hasz-
nalt oldoszer lehet példaul egy vizes puffer, mely a pH értéket 5-10 kozeé pufferolja. A
6-0s pH értéknél nagyobbra pufferolt oldatokat részesitjuk elényben. Az oldoszert
elénydsen a Trist, trietilamint, citromsavat foszfat puffert és hisztidint magaba foglald
csoportbdl szelektaljuk. Tris az el6nyben részesitett puffer.

Az elényben részesitett pufferolt oldatot pH 7,5 értékre pufferoljuk 20 mM Trist

és 10 mM citromsavat hasznalva.

A talalmany részletes leirasa

A human névekedési hormon hidrofob variansa aminosav szekvencigjanak a
human novekedési hormon aminosav szekvenciajaval valé aminosav szekvencia
azonossagat az izolalt peptid fragmentek triptines peptid térképezésével, aminosav
szekvencia analizissel hatarozzuk meg. Tovabba témeg spektrometrias vizsgalatot is

elvegzunk.
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A témeg spektrometria a hGH hidrofob szarmazékanak 32 daltonos tomeg
novekedését mutatta a nativ hGH-hoz viszonyitva. Ez az extra kénatom jelenlétenek
tulajdonithato.

A hidrofob ndévekedési hormon szarmazék jellemzésének eredményeibdl azt a
kodvetkeztetést vontuk le, hogy a szarmazék egy olyan human névekedési hormon,
mely egy diszulfid hiddal ( Cys 53-Cys 165) és egy triszulfid hiddal (Cys 182-S-Cys

189) rendelkezik, valamint aminosav szekvenciaja azonos a nativ hGH-éval.

KISERLETI RESZ

1. példa

A human ndvekedési hormon hidrofob szarmazékanak detektalasa

A rekombinans human ndvekedési hormon hidrofob szarmazéka - mely egy
extra kénatommal rendelkezik a ndvekedési hormon nativ formajahoz képest - jelen-
létét a talalmannyal 6sszhangban detektaljuk tigy, hogy a névekedési hormont HIC-
nek vetjiik ala egy FPLC késziléket (Pharmacia) és Fenil Szuper6z HR 5/5
(Pharmacia) készuléket hasznalva.

Az elualdshoz ammonium szulfat gradienset hasznaljuk.

A puffer rendszer a kdvetkezd:

A puffer: 1,2 ; ammonium szulfat, 20 mM tris pH=7,4
B puffer: 20 mM Tris pH=7,4
Az Osszes hasznalt vegyszer Merk vegyszer.

Az elualast a kovetkez6 gradienseket hasznalva végezzuk:



Id6 (perc) Puffer

0,0 Konc. %B 0,0

1,0 Konc %B 0,0
10,0 Konc. %B 100
16,0 Konc. %B 100
17,0 Konc. %B 0
22,0 vége

A puffert 0,50 mi/perc rataval adjuk és a papir adagolasi sebessége 0,50
cm/perc.
A hidrofob szarmazékot tartalmazé eluatum frakcioit a fent leirtak szerint

peptid térképezésnek vetjik ala.

A human névekedési hormon hidrofob szarmazékanak detektalasara

szolgald alternativ modszer

A hGH mintakat egy TSK Eter 5PW (75 x 4,6 mm ID) oszlopon analizaljuk
kornyezeti hémérsékleten C és D eluenseket hasznalva és a D eluens 40-50 %
gradiensét hasznalva 30 percen keresztul.

C eluens: 2 M (NHg4)2S04, 20 mM NapHPO4 x 2H20 pH=6,0

D eluens: 20 mMNasHPO4 x 2H20, 0,1 % PEG, pH=6,0
A detektalas 280 nm hullamhosszon torténik. Az atfolyas 0,5 mi/perc. HPLC készu-
Iék: Adat kezelés és szabalyozas: Waters 860 Networking szamitogép rendszer,
Pumpak: Waters pumpak 510-es modell, Minta injektorok: Waters Wisp 712, Detek-
tor: Waters M481 spektrometer.

A rekombinans human ndvekedési hormon (rhGH') hidrofob szarmazékat a 8-
as és 9-es csucsok kozott megjelend Uj csuccsal valamint az ezzel egyidében ész-
lelhet& 7-es csucs (a 7-es peptid) - mely megfelel a 179-191 aminosav maradékok-

nak a rekombinans human novekedési hormon (rhGH) peptid terképében - eitlinése-



sev s a seew
. o
. « 0o « «
- 10 - ® » saes - .
PR S  vace >

vel azonositjuk. A cstcsok szamozasa megfelel az irodalomban leirtaknak (High

Performance Liquid Chromatography Chapter 9, supra).

A human ndvekedési hormon hidrofob szarmazékanak izolalasa

Ha egy hGH mintabol a hidroféb szarmazeék izolalasa kivanatos, az ilyen izola-
las végrehajthatod a fent leirt eljaras lépteknovelésével, vagy végrehajthatd az iroda-

lomban leirt eljarast hasznalva (Bio/Technology 5 161-164 (1987)).

A human ndvekedési hormon hidroféb szarmazékanak témeg spekt-

roszkopias jellemzése

A rekombinans human ndvekedési hormont sorrendben Plazma Deszopcios
Témeg Spektroszkopiaval (PDMS) és Elektro-Spray Toémeg Spektroszkopiaval
(ESMS) analizaljuk.

Az analizis soran sorrendben az intakt hGH és rhGH' és a megfelel 7 és 7'

triptikus peptidek kozotti eltérés detektalasara fektetjuk a hangsuilyt.

Az intakt rhGH és rhGH' tdtmeg meghatarozasa

Az intakt rhGH és rhGH' tdmegét ESMS-t hasznalva hatarozzuk meg AP 1l
LC/MS rendszert (Sciex. Thornhill, Ontario, Canada) hasznalva. A harmas
"quadropople" késziilék 2400 tomeg-toltés (m/Z) hatarral rendelkezik €s egy pneu-
matikus meghajtasu elektrosprayhez (ionspraykent is utalnak ra) interface-hez illesz-
kedik (P1, P1). A minta bejuttatasat egy injekciostd infuzios pumpaval (Sage
Instruments, Cambridge, MA) érjiik el egy fuzionalt kapillarison keresztul (75 ym i.d.)
a folyadék aramlast 0,5 - 1 pi/perc értékre allitjuk. A készulék m/z skalajat
poli(propilén glikolok)(PPG-k) egyszeres toltésii ammonium addukt ionjaival kalibral-

juk egység felbontas mellett. A témeg meghatarozas pontossaga altalaban 0,02 Y-
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nal jobb, de a kis intenzitasu spektrum kevésbé pontos tomeg meghatarozast ered-
ményezhet.

A Plazma Deszoprcios Tomeg Spektrometria (PDMS) analizist egy BIO-ION
20K 252-California "time-of-flight” készilékkel (ABI Nordic A/s, Uppsala, Sweden)
hasznalva végezzik el. A minta adagolashoz standard eljarast (ideértve az in situ
redukciot, DTT-t hasznalva) és analizist hajtunk végre (P3, P4). A tdmeg meghata-
rozas pontossaga kb. 0,1 %.

Az analizis el6tt az rhGH-t és az (hGH'-t is somentesitjik egy Sep-pak készu-
léken (Stacioner fazis C1g @ Waterstél). Az rhGH' 312 amu tomegnovekedést mutat
az rhGH-hoz viszonyitva. A DTT-t hasznalo redukcié utan az rhGH' tomege meg-
egyezik a redukalt rhGH szamitott tomegével.

Az eredményeket az |. tablazat mutatja

|. tablazat
ESMS Szamitott
rhGH 221262 22125,2
rhGH" 22157+2 -
rhGH" + DTT 22129+2 -

Az rhGH és rhGH' 7-es szamu triptikus fragmentjének tomeg

meghatarozasa

Az rhGH és rhGH' 7-es szamu triptikus fragmentjének, a 7-es és 7' fragmen-
teknek, a tomegét PDMS-sel hatarozzuk meg. A 7-es fragment az rhGH triptikus
peptid térképezésébdl szarmazik.

1 mg/mi koncentracioban levo hGH-t.d.iaIiz-a’lunk 50 mM Tris, 2 mM CaCly,

6H-O (pH=7,8) elegyével szemben 24 oraig 4 °C hémérsékleten. A hGH-hoz mg
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mennyiségenként 10 pl tripszin oldatot (1 mg tripszin/ml feloldasaval (szarvasmarha,
DPCC kezelt, T-1005 a Sigmatdl) nyerjik), 1 mM HCI-t, 2 mM CaCly*6HO-t adunk
hozza. Az emésztést 6 oran keresztil hajtjuk végre 37 °C hémérsékleten. Az emesz-
tési terméket (25 pl) analizaljuk a kovetkezéket hasznalva RP-HPLC: Oszlop:
Nucleosil RP C18, 250 x 4 mm, 120 A, 7u (Macherey-Nagel, Art 720042); a hémer-
séklet: 45 °C: detektalas: 215 nm hullamhosszon; atfolyas: 1 mil/perc; E eluens: 0,05
% (térf/térf) TFA vizben; F eluens: 0,05 % (terf/térf) TFA 70 %-0s vizben levd
acetonitrilben; gradiens: 0 - 70 F eluens 60 perc alatt. Ezutan a gradienst 100 % F
eluensre cseréljik 5 perc alatt, amit 10 percig tarto izokratikus elualas kovet 100 %
F- fel. A gradienst visszaallitiuk 0 % F-re 1 perc alatt és az oszlopot 15 percig
ekvilibraljuk a kovetkezd futtatas eldtt.

A triptikus hasitassal létrehozott rhGH 7-es fragmentjének szamitott tomege
1401 és az l-es szerkezeti képlettel rendelkezik: I-es szerkezeti képlet
lle-Val-GIn-Cys-Arg

|

S

Ser-Val-Glu-Ser-Cys-Gly-Phe  Mr: 1401

Egy 32 amu killénbséget észleliink a 7-es és 7' peptidek tomege kozott. DTT-t
hasznald redukcio utan azonos tomegeket kapunk a 7-es és a 7' peptidek esetében,
melyek megfelelnek a redukalt peptid szamitott tomegének. Az eredmenyeket a H.

tablazat mutatja:
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{l. tablazat

PDSM Szamitott
7 fragment 1401 1401
7" fragment + DTT 617 + 785 618 + 785
7" fragment 1433
7" fragment + DTT 617 + 785

A 7' fragmentet a fent leirt tripszin emeésztés RP-HPLC-vel kapott uj csucsa-
nak megfeleld frakcid dsszegyUjtésével izolaljuk.

A részleges Edman Degradaciot, a PDMS analizissel valamint az ESMS ana-
lizissel egyiitt a 7' fragmenten kdzvetlenll hajtjuk végre. Négy lépésen keresztul
nyomon lehet kévetni a manualis degradaciot (lebomlas) a csonkitott peptid analiza-
lasaval. Az egyes lépésekben két aminosav maradékot hasitunk le (egyet az egyes
N-terminalisokrdl). A 7-es és 7' peptidek kozotti 32 amu témeg eltérés nem valtozik a
négy hasitasi lépés soran.

Az ESMS-sel végzett MS/MS analizis egy sor ionizalt szekvenciat eredme-
nyez, melyek a peptid N-terminalis részével kapcsolatosak. Az MS/MS-t a 7' peptid
-mely 717 amu tdmegU és egy kettds toltessel rendelkezik - molekularis ionjat
hasznalva hajtjuk végre. A "felsé lanc" fragmentalasa a kovetkezé értékeknel ad
csuicsokat: m/z: 1320, 1221 és 1094, mig az "als¢ lanc" fragmentalasa a kovetkezo
értékeknél ad csucsokat: m/z: 1247, 1118, 1061 és 974. A kovetkeztetés szerint az
els6 négy aminosav maradék az egyes "lancokban" - legalabbis a cisztein maradekot
tekintve - normal tomeget mutat

Igy az rhGH és az rhGH' kozotti 32 amu tdmeg eltérés ugy tinik egy triszulfid

jelenlétének tulajdonithaté a normal diszulfiddal szembeallitva.
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A hGH'-ban levd extra kénatom jelenlétének bemutatasa

A triszulfid hid jelenlétét olom acetatot hasznalva mutatjuk ki az alabbiakban

leirtak szerint.

Az alabbiakban leirtak szerint ciszteinnel valo rhGH' kezelés azt mutatja, hogy

az rhGH' nativ rhGH-na transzformalddik, melynek soran hidrogen szulfid képzddest

detektalunk.

Szlrépapirt (Watman tiveg mikrorostu sz(ir6k) meritink 0,1 M olom acetat

desztillalt vizes oldataba majd levegén megszaritjuk.

rint.

Hat kémcsdvet készitlink, melyek tartalma a llI. tablazatban leirtak szerinti.

lil. tablazat
2db 10 ml vizet
2db 10 ml tiszta hGH"-t
2db 10 mi 7"-es csucs nélkuli hGH

A teszt kémcsdveket két sorozatra osztjuk a IV. tablazatban megadottak sze-

IV. tablazat
[-es sorozat Il-es sorozat
kémcsd tartalma kemcsd tartalma
1 viz 4 viz
2 tiszta hGH" 5 tiszta hGH"
3 hGH 6 hGH
(7" csucs nelkdl) 7" csucs nélul)

Az I-es sorozat minden kémcsovehez 2,5 ml desztillalt vizet adunk.

A ll-es sorozat minden kémcsovehez 2,5 ml 2,5 mM desztillalt vizben ievd

ciszteint adunk.
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A szlirépapirt hat részre vagjuk (3,5 cm atmérdsj rondok) és a nyolc teszt
kémcss tetejére helyezzik. A rondeleket 3-4 csepp desztillalt vizzel megnedvesitjuk
és a teszt kemcsoveket a 40 °C hémérsekletl vizfurddben hagyjuk 24 6ran keresz-
tal.

A 24 6ra elteltével a papir rondeleket megvizsgaljuk. A hozzaadott vizet tar-
talmazo teszt kémcsé esetében nem észieliink valtozast.

A 4 és 6 teszt kemesovek (melyekhez ciszteint adtunk) tetején levd papirok
nagyon gyenge barnas elszinezdédést mutatnak. Az 5. tesztkémcsovon levo
papiron egy tométt fekete pont lathato mely az élom szulfid képzGdésnek

tuladonithato. A fekete folt 10-15 perc elteltével jelenik meg.

2. pelda

A human novekedési hormon hidrofob szarmazékanak nativ human

névekedési hormonna valo konverzidja

rhGH'-t tartalmazé mintabdl liofilizalt rhGH-t kezellnk a kovetkezok szerint, a
hGH hidroféb szarmazékanak nativ hGH-va vald konvertalasa céljabol.

A: 4 |U hGH-t oldunk fel 2,5 ml desztillait vizben.

B: 4 |U hGH-t oldunk fel 2,5 mi desztillalt vizben, melyet 10 percig tartd szoba-
hémersékleten 100 ul merkapto etanollal végzett redukcio kovet. Ezutan a
kapott elegyet sémentesitjuk PD10-et (Pharmacia, Sephadex G 25) hasznalva
20 mM Trisbe (pH=8,6). Az oldatot 2 dran keresztul 4 °C hémérsekleten hagy-
juk és hidrofob interakcios kromatografiaval analizaljuk az 1. példaban leirtak
szerint.

C: 4 U hGH-t oldunk fel 2,5 mi 20 mM Trisben (pH=8,6). Az oldatot 2 6ran
keresztil 4 °C hémérsékleten hagyjuk és az 1. példaban leirtak szerint hidro-

féb interakcios kromatografidval analizaljuk.
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D: 12 IU hGH-t oldunk fel 7,5 ml ujra hajtogatasi pufferben a WO 92/03477 sza-
badalomban leirtak szerint: 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM Cisztein. Az olda-
tot 2 oran keresztll 4 °C hémérsékleten hagyjuk és az 1. példaban leirtak
szerint hidrofob interakcios kromatografiaval analizaljuk. A mintat ezutan
somentesitjiik 2 mM His-szé (pH=6,5) az 1. példaban leirtak szerint hidroféb
interakcios kromatografiaval analizaljuk.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a hajtogatasi pufferben (D minta) - mely
gyengén redukalo, azonban hatékony diszulfid képzddest biztosit - valé Ujra feloldas
az rhGH' nativ rhGH-na valo transzformaciojat okozza.

A vizben vagy Trisben (pH=8,5) torténd Ujra feloldas nem okoz konverziot (A
és C minta). Ha az rhGH'-t merkapto etanollal teljesen redukaljuk az E. coli sejtekben
talalhato formaval azonos hGH format kapva ( de hidrogén diszulfid jelenléte nelkul a
tapkozegben) a homogenizalas el6tt, helyes hajtogatas kaphatunk Trisben (pH= 8,5)
a cisztein hozzaadasa (B minta) nélkil. Ahogy azt fenn bemutattuk, az rhGH' 2 mM
cisztein jelenlétében nativ hGH-va transzformalhato. Ha az rhGH-t egy DAP1-gyel
hasitand® amino termindlis extenziéval rendelkezé prekurzorként expresszaljuk a
hasitas elvégezhetd ciszteint tartalmazo tapkozegben, mely elésegiti a helyes
diszulfid hidakkal rendelkezd nativ termek képz&dését.

Ebben az esetben a konverzio és a hasitas megfelelGen két leépésben megy
végbe, elészér magas pH értéken a hidrofob szarmazék konvertalasahoz, mely utan
a pH értéket lecsdkkentjilk az amino terminalis extenzio hasitasanak megvalositasa-
hoz. A Kklér ionokat tartalmazé 20 mM Trisben (pH=7,5) levé rhGH normaiis tiszti-
tasaban az elsd tisztitasi lépésbdl szarmazo eluatum 4,5 ml mennyiségéhez 10 mM
citromsavat adunk 4 °C hémérsékleten és 0,5 mi 20 mM desztillalt vizben levd ciszte-

in oldatot.
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Ezutan 1,2,4,8,16,32 és 64 perc elteltével a gyartok utasitasanak megfelelGen
NAP-5 oszlopon (Pharmacia) somentesitett mintakat 25 mM Trissel elualva kinyer-
juk. Az elualas utan a pH értéket 7,5-re allitjuk és a 7' peptid tartaimat az 1. példaban
leirtak szerint hidroféb interakciés kromatografiaval analizaljuk. Egy perc utana 7'
proteinnek megfelels cstcs kb. 75 %-kal csokkent es 4 perc utan a csucs teljesen el
is tdint. Igy a 7' protein valdszinlleg nativ proteinne konvertalodik a 2 mM ciszteinnel
4 percig tartd kezelés hatasara (4 °C hdmersekleten).

Ezutan a pH értéket 4-4,5-re allitjuk az esetleg jelenlevd extenzio lehasitasa

céljabol.

3. példa

A human ndvekedési hormon hidrofob szarmazékanak nativ human

novekedési hormonna torténd konverzidja

A hajtogatasi kisérleteket 2 mM cisztein koncentracioval végezzuk el kilonbo-
76 pH értékek mellett (4,3, 6,0, 7,5). Kiindulasi anyagként hGH'-t tartalmazé hGH-t
hasznalunk. A kiindulasi anyag (0,7 mg/mi koncentracio) 1 ml mennyiséget a kiva-
lasztott pH értékre allitjuk, majd 1 ml 4 mM-os EDTA-val, 4 mM Cys-nel, 40 mM Tris-
sel. 20 mM citrosavval keverjik 6ssze. Kiiionbézd intervallumokban a mintakat leen-
gedjik és azonnal somentesitjik NAP-5 oszlopon (Pharmacia) 20 mM Trissel szem-
ben, 10 mM citromsavval allitjuk a pH értéket a fenti valsztott értekre. A HIC analizist
az 1. példaban leirt els6 emlitett rendszert hasznalva végezzik el.

A kornyezeti hémérsékleten elvégzett kisérletek eredmenyei a kovetkezbk:

A kiindulasi anyag hGH' tartalma 8%. 4,3 pH értéken a hGH' tartalom 4 perc
utan 7.7 %-ra csokken, és az egy éjszakan at alini hagyott minta hGH' tartalma meg

mindig 6 %.
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6,0 pH értéken a hGH' tartalom 4 perc elteltével 6,0 %-ra csokken, és 64 perc
utan 1,7 %-ra. 20 6ra elteltével nem észlelink hGH'-t.

7,5 pH értéken a hGH' tartalom nagyon gyorsan csokken. 1 perc utan 2,6 %-
ra, 2 perc utan 1,6 %-ra csokken és 4 perc utan mar nem lehet hGH'-t detektaini.

A 4 °C hémérsékleten és 7.3 pH értéken végrehajtott konverzid eredmenye a
kovetkezd:

2 perc utan a hGH' tartalom 2,5 %-ra csokken, 4 perc utan 1 %-ra és 8 perc
utan nem lehet hGH'-t detektaini.

Ez azt mutatja, hogy a konverzio gyorsan es mennyiségi szempontbol detek-
talhatdan megy végbe pH=7,5 érteken, alcsonyabb pH értéken sokkal lassabban es

nem is teljes a konverzio.

A hémérséklet hatasa elhanyagolhato.
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SZEKVENCIA LISTA

(1) ALTALANOS INFORMACIO

(i) FELTALALO:
(A) NEV: Novo Nordisk A/S
(B) UTCA: Novo Alle
(C) VAROS: DK-2880 Bagsvaerd
(E) ORSZAG: Dania
(G) TELEFON: +45 44448888
(H) TELEFAX: +45 44490555

(1) TELEX: 37173

(i) A TALALMANY CIME:

Eljaras polipeptid jelenlétének kimutatasara es atalakitasara

(i) A SZEKVENCIAK SZAMA: 2

(iv) SZAMITOGEPES OLVASASI FORMA:
(A) A HORDOZO TIPUSA: Floppy disk
(B) SZAMITOGEP: 1BM PC kompatibilis
(C) OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, 1,25 # verzi6 (EPO)

(v) JELEN ALKALMAZAS ADATA!:

ALKALMAZAS| SZAM:
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(vi) ELSOBBSEGI ADATOK:
(A) ALKALMAZAS| SZAM: DK 0445/93

(B) IKTATASI DATUM: 1993. aprilis 20.
(2) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI

(i) SZEKVENCIA JELLEMZOK:

(A) HOSSZUSAG: 5 aminosav (B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszall
(D) TOPOLOGIA: linearis

(i) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTI-SENSE: nincs

(v) FRAGMENT TiPUS: bels&

(xi) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

lle Val GIn Cys Arg

1 5
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(2) A 2. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI
(i) SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 7 aminosav
(B) TiPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(i) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(xi) A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Ser Val Glu Ser Cys Gly Phe
1 5
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy novekedési hormon hidrofob szarmazekanak a novekedési
hormon nativ formajava valé konvertalasara, azzal jellemezve, hogy a novekedesi
hormon szarmazékat egy merkapto vegyulettel kezeljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a merkapto vegytle-
tet a ciszteint és glutationt, 2-merkapto etanolt és ditiotreitolt tartalmazo csoportbdl
szelektaljuk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a merkapto vegyule-
tet a cisztein jelenti.

4. Az 1-3. igénypontok szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a merkapto ve-
gyiilet koncentracioja 5 mM értekig terjed.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a merkapto vegyulet
cisztein és koncentracioja 1 - 2 mM értékek kdzé esik.

6. Az 1-5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a novekedési
hormont a human novekedési hormon kepviseli.

7. Egy novekedési hormon hidrofdb szarmazéka jelenlétének detektalasara
szolgalé médszer, azzal jellemezve, hogy a névekedési hormon szarmazéka egy
extra kénatomot tartalmaz a nativ ndvekedeési hormonhoz viszonyitva, és a ndveke-
dési hormont egy hidroféb interakcids kromatografianak vetjik ala es az oszlopot

egy so gradiensével eludljuk és a hidroféb szarmazek jelenlétét detektaljuk.
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