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Zphasob ¢i8téni kontaminovanych peptido-
vych nebo proteinovych produktll ziskanych
technikou rDNA, napfiklad insulinu, inter-
feronu nebo lidského rfistového hormonu,
kontaminovanych hydrofobnimi kontami-
nanty, které pochézeji z pouZitého mikro-
bidlniho klonového hostitele, jako jsou na-
pFiklad- lipopolysacharidy, pochézejicl z E-
scherichia coli, ktery se-provadi tak, Ze hyd-
rofobni kontaminanty nesouci elektricky
nédboj se separuji od produktu phsobenim
elektrického proudu. S vyhodou se separa-
ce kontaminantl provad{ elektrodialyzou.
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Vynédlez se tyka zplsobu ¢&iSté&ni konta-
miovanych peptidovych nebo proteinovych
produktli ziskanych technikou rDNA (re-
kombinantni DNA]J.

P¥i pFipravé proteinovych mnebo peptido-
vych produkiii pomoci techniky rDNA se
vyu¥ivd mikrobidlnich klonovych hostiteld,
piedeviim bakterii nebo kvasinek.

Béhem zpracovani a d&iSté&ni téchto pro-
duktll vyrdhénych techmikou rDNA se po-
uzivd hlavné gelové permealni chromato-
grafie na Sephadexu'®, iontom#&nitové chro-
matografie a/nebo HPCL chromatografie s
riznymi druhy kolon. V3echny tyto &istici
zplsoby se zaméiujl na odstraiiovani mikro-
bidlnich kontaminantfi pochézejicich z klo-
novych hostitellt (tzv. peptidy E. Coli, EPC)
(viz ,Journalen®, sv. 3, & 12, 1983, str. 331
aZ 334, vyd. Kabi-Vitrum, Sverige AB). AZ
do posledni doby byly tyto zplsoby povaZo-
vdny za dostatetné G&inné k odstranéni vy-
%e uvedenych kontaminantli pochdzejicich z
hostitele. Kontrola &istoty takovych produk-
td byla provad&na nejastéji pomoci riz-
nych druhdl technik vyuZivajicich elektro-
forézy na polyakrylamidovém gelu, vietnd
pouZiti disocia&nich ¢&inidel typu SDS atd.
Bylo pouZivdno i rfiznych druh@i imunno-
stanoveni, napfiklad ELISA a RIA. Kromé&
toho byly dasto provaddény testy na pyro-
genitu an a Limulus amoebocytové lyzéty
(LAL).

Pies ¢iSténi shora uvedenymi postupy ob-
sahuji produkty ziskdvané technikou rDNA
stédle jeStd jako protilatky plisobici proti t€m-
to proteinovym nebo peptidovym produktim,
i kdyZ se rozsah tvorby protildtek zdal byt
nizky a tudiZ z léka¥Fského hlediska pf¥ija-
telny. Nicméné& odbornici v této oblasti upo-
zorfinji, 7e p#i registraci téchto produtki
by méla byt zachovdvana opatrnost. (Lékar-
tidningen, sv. 81, &. 8, 1984, str. 636, ,PFi
recistraci biosyntetickych lé&iv postupujte
pemalul”.) V takovych pripadech, kdy pro-
tein mé byt podavén po dlouhou dobu, jako
je tomu u chorob trvajicich po cely Zivot
{(nap¥iklad diabetes), neni totiZ pfFijateln4
ani nizka tvorba protilatek.

Zakladem tohoto vynélezu je poznatek, Ze
i jiné neZ proteinové nebo peptidové konta-
minanty, pochézejici z mikrobidlniho klono-
vého hostitele, mohou vyvoldvat imunolo-
gické reakce.

Vynédlez je zaloZen na vysledcich vyzku-
mu, které dokazuji, Ze v diisledku hydro-
fobni interakce miZ%e men3i mnoZstvi hydro-
fébnich kontaminantd z mikrobidlntho klo-
nového hostitele ulpé&t na proteinovém nebo
peptidovém produktu b&hem jeho zpracova-
ni z pouZitého produkéniho z DNA prostie-
di. Tyto hydrofobni kontaminanty, které pev-
n& 1lpi na produktu, vytvofi potom epitopy
a fazni epitopy, které budou vyvolavat tvor-
bu protilatek, a to nejenom proti uvaZova-
nym Kkontaminantim, ale i proti produktu
vyrobenému technikou rDNA.

Diive pouZivané zplisoby &iSténi byly pfi-
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1i§ ,,mirné”, neZ aby uvolnily produkt zis-
kany rDNA technikou od t&chto hydrofob-
nich kontaminant@i, a ty kontaminanty, kte-
ré jsou nejfast&ji men3i neZ proteinovy ne-
bo peptidovy produkt, proSly zpracovanim
a ¢isténim, aniZ byly odhaleny. :

Zphsobem podle tohoto vynéilezu se tyto
hydrofobni kontaminanty, které vedou ke
tvorb& epitopll a faznich epitopli, odd&luji
od peptidového nebo proteinového produk-
tu pomoci elektroseparace, jako je elektro-
separace vyuZivajici gelotvornych latek, ne-
bo elektrodialyzy, takZe vy¢iSt&ny produkt
po podéni savclim, v€etn& &lovéku, nevyvo-
ldva imunologické reakce.

Pf¥edmé&tem vyndlezu je zplisob ¢isténi kon-
taminovanych peptidovych nebo proteino-
vych produktd ziskanych technikou rDNA,
napiiklad inzulinu, interferonu nebo lidské-
ho riistového hormonu, kontaminovanych
hydrofobnimi kontaminanty, které pochéze-
ji z pouZitého mikrobidlniho klonového hos-
titele, jako jsou napfiklad lipopolysacharidy,
pochézejici z Escherichia coli, ktery se vy-
znaCuje tim, Ze hydrofobni kontaminanty ne-
souci eletkricky ndboj se separuji od pro-
duktu plisocbenim elektrického proudu.

Vyhodou elektroseparaci je elektrodialy-
za. Podle jednoho provedeni vynélezu je
kontaminovanym produktem inzulin vyrbé-
ny technioku rDNA a hydrofobnimi konta-
minanty jsou lipopolysacharidy pochdzejici
7 Escherichia coli.

Hydrofobni kontaminanty 2z pouZitého
mikrohidlnfho klonového hostitele maji ob-
vykle dostatefny vlastni néaboj a lze je tu-
diZ pfimo separovat z kontaminovaného pro-
duktu, kdyZ se tento produkt podrobi elek-
troseparaci, napfiklad elektrodialyze. V ta-
kovych pFipadech, kdy hydrofobni konta-
minanty nemaji dostateny vlastni néboj,
ktery by umoZnil jejich pfimou separaci, je
moZno se uchylit k riznému pFedb&Znému
zpracovdni, kterym se kontaminantdm né-
boj dod4, jako je mirné& alkalické plisobeni,
disociace pomoci disociatnich ¢&inidel, na-
pf¥iklad hydrochloridem modoviny nebo gua-
nidinu, pouZiti kaotropnich ionti, nap¥iklad
iontl drasliku, nebo pouZiti cheldtotvornych
tinidel, napfiklad EDTA.

Existuji dva rozdilné zpilisoby zkouSeni,
zda protein-peptidovy produkt ziskany tech-
nikou rDNA je prosty kontaminujicich hyd-
rofobnich kontaminantd pochézejicich z hos-
titele. Podle prvého zpflisobu se produkt
kombinuje s protildstkami plsobicimi proti
hydrofobnim kontaminantiim pochézejicim
z pouZitého mikrobidlniho klonového hosti-
tele. JestliZe se protildtky vdZou na produkt,
je produkt kontaminovdn kontaminantami
hostitele. ZjiStovdni mnoZstvi protildtek véa-
zanych na produkt se provadi napiiklad
ELISA testem a ud4véa velikost stupné&, do
kterého byl produkt vy&iSté&n. Vysledkem je
moZnost stanoveni u€innosti riznych &isti-
cich zplsobi, tykajicich se odstranéni hos-
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titelskych kontaminantlt kontaminujicich
produkt.

Jiny zplsob sledovdni &istoty produktu,
ktery byl vyroben technikou rDNA a/nebo
jestliZe produkt byl izolovén z jiného zdroje,
zahrnuje kombinaci produktu pfed ¢iSténim
s pfedem urfenym mnoZstvim radioaktivné
nebo jinmak znafeného hydrofobniho hosti-
telského kontaminantu, nadeZ se produkt,
kontaminovany znafenym kontaminantem z
hostitele, a popFfipad® neznaleny kontami-
nant z hostitele ¢isti, nateZ se stanovi mnoZ-
stvi znafeného kontaminantu z hostitele ve
vytiSténém produktu. JestliZe v produktu ne-
ni zjidtén znafeny kontaminant z hostitele,
je produkt Cisty. je-li ve vy€iSténém produk-
tu zjistén znadeny hostitelsky kontaminant,
nebylo ¢i$téni dost G¢inné pro odstrangni
v8ech hostitelskfch kontaminantfi, tj. jest-
liZze produkt je kontaminovén znafenou kon-
taminantou, je také kKontaminovdn neznade-
nym kontaminantem. To umoZiiuje stanove-
ni Géinnosti riznych c¢isticich zpdsobil,

Mikrobidlnim klonovym hostitelem, l:iteré-
ho se zde nejtastéji ponziva, je Escherichia
coli K 12, k tomuto tcelu se viak pouZivé
krom& E. coli i jinych bakteridlnich hosti-
telli, napiiklad Bacillus subtilis a Staphy-
lococcus aureus. Byly popsany i vysledky
pokustt s kvasinkami, napfiklad Saccharo-
myces cerevisiae.

Techniky rDNA bylo jiZ pouZito pii vyro-
b& &etnych potencidlnich 1&Civ, napiiklad
lidského réstového hormonu, inzulinu a in-
terferonu, av3ak zatim jedinym proteinem
dostupnym na 3védském trhu a vyrobeny
technikou rDNA je inzulin nesouci obchod-
ni nézev Humulin. Humulin je vyrdbén za
pouZiti E. coli K 12 jako klonového haosti-
tele. Ve vySe uvedeném ¢&lanku v ,,Journa-
len“, svazek 3, ¢. 12, 1983, vyd. Kabi Vitrum
Sverige AB, se uvadi na str. 333, Ze je moZ-
né, i kdyz s uréitymi potiZemi, ziskavat pro-
tilatky pomoci kompletniho Freundova ad-
juvans a sensibilizovat pokusné zvifata proti
polypeptidim z E. coli (ECP) (pochézejicim
z hostitele pouZitého k vyrob& humulinu,
avSak bez genetického kdédu pro A a B fe-
tézce inzulinu). Kromé& toho je zfejmé, Ze
Humulin neni pyrogennim u krdlikdi a ob-
sahoval < 0,6 ng/mg takzvaného bakterial-
niho endotoxinu, ktery se rovné lipopolysa-
charidu (LPS). Endotoxin (LPS} nemohl byt
prokédzan ani Limulus amoebocytovym lyza-
tovym testem (LAL), ktery mmnozi povaZujl
za nejcitlivéj¥i test na endotoxin (LPS).
Vhodnost LAL testu je nicméné& zpochybiio-
véana, zejména v pfipadé&, kdyZ LPS je v kom-
binaci s jinymi hydrofobnimi latkami.

Z toho, co bylo fefeno vpPedu, lze uéinit
z4vér, ¥e podle dosavadniho stavu techniky
nelze stanovit in vitro mald mnoZstvi bak-
teridlnich kontaminantfi. V souhlase s tim,
co bylo vy8e Fefeno, mohou tyto produkty
nicméné vyvoldvat tvorbu protildtek neje-
nom proti uvedenym kontaminantim, nybrZ
i proti produktu, V této souvislosti je ob-

g

zv1asté zajimavé, Ze endotoxin (LPS) je vel-
mi téinnou imunologickou latkou. LPS je
skutetné jednou z nejuinnéj§ich zndmych
latek stimulujicich polyklondlni buriky B.

Pokusy popsané niZe ukazuji, Ze mald
mnoZstvi endotoxinu z klonového hastitele
E. coli, které sestdvaji z lipopolysacharidd,
budou ulpivat na Humulinu, jak je demon-
strovdno pomoci radioaktivné znadeného li-
popolysacharidu z E. coli K 12.

Kromé toho je demonstrovdno, Ze tento
radioaktivng znafeny kontaminant provézi
Humulin po gelové chromatografii. Pomoci
pokusné kontaminovaného Humulinu je de-
monstrovano, Ze radioaktivn& znateny lipo-
polysacharid z E. coli K 12 (tj. hostitele] se
oddé&luje samotny a edstrani se z Humulinu
po Cidténi pomoci elektrodialyzy.

Popis vykresil

Obr. 1 znézoriluje gelovou chromatografii
14C-znadeného LPS z E. coli K 12 (kFivka A),
Humulinu (v OD2s0) (k¥ivka B), 14G-znale-
ného LPS z E. coli K 12 + Humulinu (v cpm)
(kfivka C), a 14C-znaeného LPS z E. coli
K 12 + Humulinu (v ODzs) [kfivka D).
Byly pouZity nésledujici pokusné podminky:
kolona Sepharosy G 75 (9 mm X550 mm)
eluovand vodou —6 mg/ml; pritok 4,0 ml/
/hod; objem frakce 0,5 ml.

Obr. 2 znézoriiuje elektrodialyzadéni &is-
téni Humulinu kontaminovaného LPS z E.
coli K 12, pfiemZ k¥ivka A ud4va procento
zbylého Humulinu a kfivka B udiva procen-
to zbylého C-znaeného LPS z E. coli K 12.

Obr. 3 schematicky znédzoriuje otevienou
dializa€ni a elektrodialyza¢ni nédobu 1 (po-
uZitou v pfikladu 2), napfiklad z plexiskla
a trubkovitou dialyzatni komiirku 3 uzavie-
nou dv&ma dialyzatnimi membréanami 2;
znatky 4, popfipadé 5, oznaduji platinovou
anodu, respektive platinovou katodu.

Materidly pouZité v p¥ikladech

Humulin regular pro injek¢éni pouZiti 40
1IU/ml (Kabi-Vitrum, Svédsko]; U-14C-znale-
ny LPS z E. coli K 12 (1000 cpm/ug), zna-
geny in vivo U-14C-galaktdzou a U-14C-glu-
kézou (NEC-520 a NEC-042, NEN, Velka Bri-
tanie), ktery byl vy&istén takzvanou PCP ex-
trakci, jehoZ d&istota byla ovérena SDS ge-
lovou elektroforézou na polyakrylamidovém
gelu s néslednym barvenim stfibrem a auto-
radiografii. Studie s H-NMR, kterd zahrno-
vala srovndni s neradicatkivné znafenym
referentnim LPS z E. coli K 12, ukéazala, Ze
tento LPS byl &isty.

Pro pokusy pomoci gelové permea&ni
chromatografie byl pouZit Sephadex G 75
(sitovany perlovy dextran, Pharmacia, Up-
psala, Svédsko), elutni dinidlo sestavajici z
dvakrat ve skle destilované vody, obsahujici
16 mg/ml glycerclu p. a. (Merck, NSR).

PFi elekirodialyzatnim pokusu byla pouZi-
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ta elektrodialyzaéni lazeil (viz obr. 3/1) a
zdroj elektrické energie (LKB, typ 2197, LKB,
Svédsko) pfi 160 V a 20mA. Podminky elek-
trodialyzy zahrnovaly vySe uvedeny systém
voda—glycerol a dialyzafni membrany (21
DMOQOOC227 P7F20, Union Carbide, Chicago,
UsA).

P¥iklad 1

Studie vazby !'C-znadeného LPS z E. coli
K 12 na Humulin

2,5 mg Humulinu (stanoveno pomoci Bio-
-Rad proteinové analyzy, Bio-Rad, Mnichov,
NSR]) v 1,0 ml smési voda/glycerol, jak uve-
deno vyse, byly smichany se 100 ug 14C-zna-
¢eného LPS z E. coli K 12 a inkubovédny p¥i
teplot® mistnosti (23 °C} za mirného micha-
ni po dobu dvou hodin. Potom byla smés
vnesena do G75 kolony (popsdna vyse).
Eluéni profil této smési je ukédzadn na obr. 1
(viz kfivky € a D), Tento pokus ukazuje
jasng, Ze valna &dst 14C-znafeného LPS mig-
rovala spolu s Humulinem. D&le ukazuje
obr. 1, Ze Humulin samotny méa retenéni do-
bu v podstaté identickou s retentni dobou
pokusné Kkontaminovaného Humulinu (viz
obr. 1, kfivka B). Kromé& toho obr. 1 uka-
zuje (kfivka A}, Ze kdyZ byl pouZit jenom
4C-znadeny LPS, byl eluovdn s podatedni
frakci (prdzdnou) a meél v disledku toho
retenéni dobu zcela a zFetelné odliSnou cd
retenéni doby smé&sného produktu. Divod,
pro¢ dochédzi k tomuto poslednd zminénému
elugnimu profilu u C-znateného LPS, spo-
givd v tom, Ze tento LPS je pFitomen ve
formé& micel.

Zavérem lze shrnout, Ze 4C-znaeny LPS
E. coli K 12 je védzén silné€ na Humulin|

Pr¥iklad 2

Studie &i8téni pokusné& kontaminovaného Hu-
mulinu pomoci elektrodialyzy

Frakce 48-63 ,¢isténého” Humulinu po-
moci gelové priinikové chromatografie na
G75 v souhlase s prikladem 1, byly spoje-
ny a celkova radioaktivita byla zji§t&na ja-
ko 6000 cpm [impulsd za minutu)} v celko-
vém mnoZstvi 7,53 ml. Tato radioaktivita
v. Humulinu odpovidd tedy mnoZstvi 6 ug
distribuovaného v 2,5 mg Humulinu, tj, kaZ-
dy miligram Humulinu nese 2,4 ug konta-
minujictho LPS E. coli K 2. Tento pfiklad
ukazuje odstranéni tohoto kontaminantu po-
moci elektroseparace, pfidemZ se pouZiva
vySe uvedeného materidlu a zafizeni sche-
maticky znézornéného na obr. 3. Tato kon-
taminovana frakce Humulinu byla podrobe-
na elektrodialyze (pfi 160 V, 20 mA), a
vzorky byly odebirdny v rfzné dobé&. Bylo
stanoveno mnoZstvi radioaktivity v dialyzad-
nich membrédndch a mnoZstvi Humulinu.
Obr. 22 ukazuje vysledek, ze kterého je
zFejmé, Ze po celou dobu pokusu veSkery

Humulin zlstdval v dialyza&nich membra-
ndch (viz k¥ivku A}, ale Ze 14C-znafeny LPS
E. coli poklesl jiZ po uplynuti doby 40 mi-
nut elektrodialyzy na 55 % (viz kfivku B).
Po dvou hodindch elektrodialyzy zbylo je-
nom 17 % kontaminujiciho LPS.

Souhrnem lze Fici, Ze elektroseparace po-
dle tohoto pokusu pomoci elektrodialyzy u-
kazuje, Ze kontaminujici hydrofobni latky
z hostitele (LPS} lze Gfinné odstranit z pro-
teinpeptidovych produktll vyrdbé&nych tech-
nikou rDNA.

Pf¥iklad 3

Sledovéani c¢istoty produktu smichdnim pro-
duktu s protilatkami proti hydrofobnim kon-
taminantiim

Monoklondlni protilatky t¥id IgG a IgM
byly vyprodukovany z my8i Balb/c hybridi-
zaci lymfocytd izolovanych ze sleziny mysi
imunizovanych vyCiSténim lipopolysachari-
dem (LPS) z E. coli K 12 buiikami sp2 za
vzniku hybridomovych klonf, které byly, vy-
birdny enzymové-imunnosorbentovym testem
(ELISA} pro specifické vyjaddF¥eni Ig se spe-
cificitou ke koreoligosacharidové &asti LPS,
pri¢em% tohoto LPS se pouZilo jako kryciho
antigenu v testech ELISA. Po nésledujicim
subklonovdni monoklondlnich protildtek
produkujicich z¥ed'ovaci technikou hybrido-
my, byly tyto hybridomy p&stovédny in vitro
i in vivo (tj. jako ascites na Balb/c mySich].
Monoklondlni protildtky byly izolovdny bud
béZnou gelovou prinikovou chromatografii
(IgM), nebo afinitni chromatografil s afini-
tou k A-proteinu pro izolaci I1gG monoklo-
nalnich protilatek.

Cistota kaZdého pouZitého prepardtu mo-
noklondlnich protildtek byla potvrzena po-
moci izoelektrického zaostfeni, identifikace
podtfidy a lehkého Fetézce byla provedena
za pouZiti komer&n& dostupnych specific-
kych anti-my8ich protildtek o lehkém a t&z-
kém Fetdzci podvojnymi radidlnimi imunni-
mi difaznimi testy.

Vycistény vepfovy inzulin od firmy Novo
Industri A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd,
Dénsko, byl pokusn& kontaminovdn 4C-zna-
tenym pfedisténym LPS z E. coli smiché-
nim Actrapidu 400 IU s 0,1 mg LPS v celko-
vém objemu 10 ml. Po inkubaci pf¥i teploté&
25 °C po dobu 5 hodin byla smé&s chromato-
grafovdna na Sepharose G75 (Pharmacia,
Svédsko), a inzulin byl hodnocen na zékla-
dé méfeni optické hustoty pfi 280 nanomet-
rech a podle toho shromaZdovén.

Tento preparadt byl pouZit po extenzivni
dialyze proti destilované vodé&, obsahujici
1 % glycerolu a 0,7 M NaCl, jako kryci an-
tigen v testu ELISA a srovndn s nekonta-
minovanym origindlnim produktiem co do
specifické vazby monoklondlnich IgG proti-
latek specifickych k myS$imu anti-koreoligo-
sacharidu z E. coli K 12, pfipravenych, jak
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je popsédno vpredu. Krycimi ddvkami kaZdé-
ho z obou antigen@ byla logaritmick4 fed&ni
od 1000 mikrogram@ proteind (m&feno po-
dle Lowryho a spol.) do 0,001 mikrogramu
v 1ml

V testech ELISA vykazovaly pokusné kon-
taminované produkty vazby mySich anti-E.
coli koreoligosacharidovfch monoklondlnich

10

IgG protildtek sestupné& ke hladiné konta-
minace niZ${ neZ 0,01 mikrogramu LPS z
E. coli K 12 na mg inzulinu.

Tento pfiklad dokazuje, Ze monoklonalni
protilatky proti hydrofobnim kontaminantim
z hostitele (LPS) provazejici proteinovy
produkt, se véZou mna proteinovy produkt,
je-1i tento kontaminovan.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob &isténi kontaminovanych pep-
tidovych nebo proteinovych produktil ziska-
nych technikou rDNA, napiiklad inzulinu,
interferonu nebo lidského rfistového hormo-
nu, kontaminovanych hydrofobnimi konta-
minanty, které pochézejl z pouZitého mik-
robidlntho klonového hostitele, jako jsou
napiiklad lipopolysacharidy, pochézejici z

Escherichia coli, vyznafujici se tim, Ze hyd-
rofobni kontaminanty nesouci elektricky né-
boj se separuji od produktu plisobenim elek-
trického proudu.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze separace kontaminantfi od produktu
se provédi elektrodialyzou.

3 listv vykresi
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Cena 2,40 K&s

Severografia, n. p. zdvod 7, Most
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