(19) Orszagkod

SZABADALMI
HU LEIRAS

O A

(11) Lajstromszam:

216101 B

(30) ElsGbbségi adatok:

(21) A bejelentés tigyszama: P 92 00252
(22) A bejelentés napja: 1992. 01. 27.

(51) Int. CL6

i m""'un“ 07/807,942 1991.12.19. US A 61 K 39/02
I ||| i m 07/646,570 1991.01.28. US A 61 K 39/095
wh,{n.\lﬂ CO07K 17/10
4 A 61K 39/385
A 61K 39/09
MAGYAR _ A 61K 39/295
KOZTARSASAG
MAGYAR
SZABADALMI (40) A kozzététel napja: 1995. 09. 28.
HIVATAL (45) A megadés meghirdetésének a datuma a Szabadalmi
Kozlonyben: 1999. 04. 28.
(72) Feltalalok: (73) Szabadalmas:
Burke, Pamela D., Rahway, New Jersey (US) Merck and Co. Inc., Rahway, New Jersey (US)
Hagopian, Arpi, Rahway, New Jersey (US) o
jr. Henessy, John P., Rahway, New Jersey (US) (74) Képviseld:

Ip, Charlotte C., Rahway, New Jersey (US)

Kniskern, Peter J., Rahway, New Jersey (US)
Kubek, Dennis J., Rahway, New Jersey (US)
Miller, William J., Rahway, New Jersey (US)

DANUBIA Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.,
Budapest

(54) Eljaras pneumococcus poliszacharid konjugatumok és ezeket tartalmazé
vakcinakészitmények eléallitasara

KIVONAT

A taladlmany 1j, pneumococcus poliszacharid konjuga-
tum vakcinakészitmények el6allitdsara vonatkozik,
amely vakcindk részlegesen hidrolizalt, nagy tisztasagu,
Streptococcus pneumoniae organizmusbol szarmazé
kapszularis poliszacharidbdl (Pn-Ps) és ehhez kovalens
kotéssel kapcsolodé immunogén proteinbdl allnak, és a
konjugatum poliszacharid tagjanak fontosabb jellemzdi
a kovetkez6k: atlagosan kevesebb, mint 1200 ismétl6-

A leiras terjedelme 40 oldal

d6 egységet tartalmaz molekulanként, a molekulatéme-
ge 1 x105 és 1 x 106 kozotti érték, a polidiszperzitas 1 és
1,4 kozotti érték, és a pneumococcus fajtaspecifikus C-
poliszachariddal valé szennyezettség mértéke 3% alatti
érték.

Az 1j pneumococcus poliszacharid konjugatum
vakeinak alkalmasak kiilénb6zé pneumococcus fert6zé-
sek kezelésére.
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A taldlmany pneumococcus poliszacharid konjugétu-
mok és ezeket tartalmaz6 vakcinakészitmények el6alli-
tasi eljarasara vonatkozik.

A Streptococcus pneumoniae (Pneumococcus, Pn)
patogén baktériumot 84 antigén szerotipus alcsoportba
osztottak az organizmus kapszuldris poliszacharidja
(Pn-Ps) alapjan. Ezen organizmusok altal kivéltott be-
tegségek kozé tartoznak példaul a kovetkezdk: tiido-
gyulladas, agyhartyagyulladas, kézépfiilgyulladas, bak-
tériumvértség és a kronikus bronchitis akut formaja,
tovabba mellékiireg-gyulladas, iziileti gyulladés és ko-
téhartya-gyulladas. Ezen betegségek tilnyomo részét
azonban a 84 ismert izolatum egy korlatozott csoportja
véltja ki. Ily médon az organizmus leggyakrabban eld-
forduld és patogén izolatumaibdl szarmazé Pn-Ps-t tar-
talmazé polivalens vakcinak védelmet nyujthatnak a
csoporthoz tartozo legismertebb patogének nagy szaza-
1ékaval szemben.

A polivalens vakcindk hatasosan alkalmazhatok
pneumococcus fertdzott felnStteknél a védé immunva-
lasz fokozasara. A ,PNEUMOVAX 23” (pneumo-
coccus polivalens vakcina, MSD, lasd PDR 1990-es
kiadas, 1431. oldal) példaul egy folyékony készitmény,
amely 50—50 pg/ml mennyiségben tartalmaz 23 kiilon-
boz6, nem konjugalt pneumococcus poliszacharidot,
amelyek mindegyike az ATCC-nél depondlva van, és
ily médon kiinduldsi anyagként alkalmazhato a jelen
taldlmany szerinti megoldasnal. A PNEUMOVAX 23 a
kovetkez6 szabad, azaz nem konjugilt poliszacharido-
kat tartalmazza: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 194, 20, 22F, 23F
és 33F, amelyek a pneumococcus vérizolatumok koriil-
beliil 95%-at alkotjak. Azonban ezek a vakcinak kevés-
bé hatasosak a pneumococcus fertdzések altal veszé-
lyeztetett bizonyos népességi csoportoknil: B-sejt
immunoegyezéses egyedek, idGsebb személyek és 2 év-
nél fiatalabb gyermekek, akikné] T-sejtvalasz fligg8ség
all fenn. Mivel a nem konjugalt poliszacharidok kis-
mértékben képesek T-sejt immunvalaszt kivaltani, az
tinik a megoldasnak, hogy ezen veszélyeztetett egye-
dek esetében megfeleld védelmet lehessen kialakitani,
hogy a Pn-Ps-t T-sejtvalaszt kivaltani képes immu-
nogénekké alakitjuk. Ezek alkalmazasa azonban nem
korlatozodik a népesség ezen emlitett csoportjaira. fgy
példaul, ha a vakcinakat, amelyek egy vagy tobb kon-
jugatumot tartalmaznak, nénemé emlGsoknek adagol-
juk a terhességet megelézéen vagy a terhesség ideje
alatt, az anyaban antitestek alakulnak ki, amelyek
passzivan védeni képesek a kifejlédé magzatot vagy a
csecsemot akkor is, ha a vakcinakat nem kozvetleniil a
magzatnak vagy a gyermeknek adagoltuk. Az ilyen
konjugatum vakcinak bizonyithatdan szintén hasznosak
bizonyos veszélyeztetett populaciok végsd, passziv vé-
delmére, igy példaul Gjsziilotteknél vagy fert6zott egye-
dek utodainal.

Kimutattak azon poliszacharidokrél, amelyek énma-
gukban gyenge immunogenitdst mutatnak, hogy azok
igen j6 immunogénekké valnak, ha valamely immuno-
gén proteinhez, igy példaul PRO-hoz kapcsoljak Sket
[Marburg és munkatirsai, 4695624 szama amerikai
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egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirds; Schneerson és
munkatirsai, New Dev. with Hum. & Vet. Vaccines,
77-94 (1980); Schneerson és munkatarsai, J. Exptl.
Med., 152, 361 (1980); Anderson, Infection and Immu-
nity, 39, 233 (1983)].

Ezen konjugatumok eldéllitasanal azonban a 3 prob-
léma a poliszacharid kiindulasi anyag viszk6zussaga és
nem homogén természete, ¢és ily modon a konjugatumok
kémiai meghatarozasa nehézségekbe litkozik. Ily modon
sziikség van olyan eljarasra, amelynél a kiindulasi anya-
gok, valamint az elG4llitasi eljards egyes 1épései a lehetd
legjobban definidlhatok, és a kapott intermedierek vizs-
galhatok. A jelen talalmany szerinti eljaras kielégiti eze-
ket a kovetelményeket oly médon, hogy nagy immuno-
genitasi konjugatumokat biztosit, amelyek immunogén
hatasiiak azon patogénekkel szemben, amelyekbdl a Pn-
Ps szarmazik. Ezen konjugatumok alkalmasak 2 évnél
fiatalabb gyermekeknél valé alkalmazasra is.

Marburg és munkatarsai [J. Am. Chem. Soc., /08,
5282 (1986) és 4695624, 4830852, 4882317 szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras] olyan
megoldast ismertetnek, amelynél a poliszacharidok és
az immunogén proteinek egy bigenerikus spaceren ke-
resztlil kapcsolodnak. A PRO-t olyan szarmazékka ala-
kitjak, amely lelog6 nukleofil vagy elektrofil csoporto-
kat tartalmaz (PRO*), mig a partner Ps-t olyan szarma-
z€kka, amely ellenkezd reaktivitasi lelogd csoportokat
tartalmaz (Ps*). A Ps* és a PRO* kombinalasaval olyan
bigenerikus spacereket nyernek, amelyek kovalens ko-
téssel kotik a Ps-t a PRO-hoz (Ps—PRO). Savas hidroli-
zis hatdsdra a bigenerikus spacer nem szokvanyos ami-
nosav formajaban felszabadul, ez aminosav-analizissel
meghatarozhatd, és ily médon lehetéséget biztosit a ko-
valens ko6tés bizonyitasara.

Az alabbi publikiciok — melyeket a taldlmany sze-
rinti megoldastdl egyenként elhatarolunk — megolda-
sunkhoz bizonyos szempontbdl hasonlé megoldasokat
ismertetnek, azonban nem ismertetik magat a taldlmany
szerinti megoldast, sem olyan megoldasokat, melyekbdl
kiindulva szakember a taldlmany szerinti megoldast fel-
talaléi tevékenység nélkiil megvalosithatna.

Fattom és munkatarsai [Infection and Immunity, 58,
2309 (1990)] olyan poliszacharidok alkalmazasar6l
szamolnak be, melyek sajatsagai a taldlmany szerintie-
kétdl jelentdsen kiilonboznek. Fattom és munkatarsai
tovabba immunogén proteinként diphteria-toxoidot al-
kalmaznak, kovalens médon a poliszacharidhoz kap-
csolva.

A WO 87/06267 szam kozzétételi irat a B-csoport-
hoz tartoz6, Streptococcus eredetii poliszacharidokat is-
mertet.

Az EP 0161 188 szamu leiras ugyan Streptococcus
pneumoniae eredetl poliszacharid konjugatumokat is-
mertet, a konjugadtumokban talalhaté poliszacharidok
fizikai sajatsdgai azonban jelent8sen kiilonboznek az
altalunk igényeltekét6l. Az EP 0161 188 szamu leiras-
ban ismertetett Streptococcus pneumoniae eredeti
poliszacharidokat nem fragmentaltak és nem szelektal-
tak méret szerint, és igy sajatsagaik jelentGsen kiilon-
boznek a talalmany szerinti poliszacharidokéitél.
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Az EP 0186 576 szamu leiras Streptococcus pneu-
moniae eredetil poliszacharidok fragmentéalasat ismerte-
ti, azonban nem ismertet olyan fragmentalt poliszacha-
ridokat, melyek taldlmany szerinti sajatsdgiak lenné-
nek. Valosziniitlen, hogy az EP 0186 576 szami leiras-
ban ismertetett fragmentalasi eljards — amely az alta-
lunk ismertetettd] jelentSsen kiilonbozik — taldlmany
szerinti sajatsagu poliszacharidokat eredményezzen. Az
EP 0186576 szamu leiras szerint a poliszacharidokat
30 masodperc és 10 perc kozotti ideig kell fragmentalas
céljabol 70— 100 °C-on heviteni (12. oldal, 18-20. so-
rok), eljardsunk szerint viszont lényegesen hosszabb
ideig. A bejelentésiinkben feltart fragmentalasi eljaras
szerint azonan nemcsak hevitjiikk a poliszacharidokat,
hanem ultrahangos hidrolizisnek és mechanikai nyiro-
fesziiltségnek is kitessziik azokat. Ahol pedig bejelenté-
siinkben hevitéssel t6rténé fragmentalast ismertetiink,
az eljaras koriilményei ott is jelentSsen eltérmek az EP
0186576 szamu leirasban ismertetettektSl. Bejelenté-
siinkben arra vonatkozodan is adunk kitanitast, hogy a
taldlmany szerinti poliszacharidok nem 4éllithatok eld
pusztan fragmentalassal. Kitanitast adunk arra vonatko-
zban is, hogy sziikség van a fragmentalt poliszachari-
dok frakciondlaséara is. Az EP 0186576 szamu leiras-
ban adott kitanitas alapjan szakember nem képes arra a
kovetkeztetésre jutni, hogy eldnyds 1. igénypont szerin-
ti sajatsagu poliszacharidokat alkalmazni, és arra sem,
hogy az ilyen poliszacharidok eldallitasahoz sziikséges
frakcionalast végezni.

Snipe és munkatarsai [Infection and Immunity, 42,
842 (1983)] publikaciojaban leirtak szerint a polisza-
charidokat sztearil-aminhoz kell k&tni, €s liposzomakba
kell zémi. Az EP 0041 897 szamu leiras a B-csoporthoz
tartozo, Streptococcus eredetii poliszacharidokat ismer-
tet, a talalmany szerintiek azonban Streptococcus pneu-
moniae eredet(i poliszacharidok. Az EP 0038265 sza-
mu leirds szintén kizardlag a B-csoporthoz tartozd
Streptococcus eredetii poliszacharidokat ismertet.

Az EP 0097407 szamu leiras 2-12, el6nydsen
6—10 monoszacharid egységb6l felépiild poliszachari-
dokat ismertet (1. oldal, 19-20. sorok), nem ismertet
azonban taldlmény szerinti sajatsigl poliszacharidokat.
Bar a felhozott irat emlitést tesz arrdl, hogy a polisza-
charidokat proteinhordozohoz lehet kapcsolni (1. oldal,
21. sor), a leirasban adott kitanitas f6 hangsulya szerint a
poliszacharidokat ,,liposzémaba kell horgonyozni egy
14-22 szénatomos lipofil primer alkil-amin alkalmazasa-
val” (2. oldal, 10—11. sorok). Ez a leiras tehat taldlméany
szerintiekt6l meglehet8sen eltérd sajatsigi poliszacha-
ridok alkalmazasa targyaban ad csak kitanitast. Fontos
tovabba hangsilyozni, hogy az EP 0097407 szdmu le-
irasban adott kitanitas egésze alapjan szakember nem jut-
na arra a kovetkeztetésre, hogy érdemes immunogén pro-
teinek alkalmazasit megkisérelni, mivel — bar a leirds
emlitést tesz ilyen proteinekrdl — alkalmazasukat nem
tekinti kiilénosebben hatékonynak.

A jelen talalmany szerinti eljaras tovabbfejlesztett
valtozata a 4695624, 4830852 és 4882317 szamu
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirasokban
ismertetett eljarasoknak. Ez a tovabbfejlesztés magaban
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foglalja a Pn-Ps kiindulasi anyag el6allitasat, amely
anyag specifikusabb, reprodukélhatobb és kezelhetébb
fizikai tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a nyers Pn-
Ps készitmények, igy példaul jellemz6k ra a kovetke-
z0k: megnovekedett oldhatosag, megnovekedett sziir-
hetdség, megndvekedett tisztasag [kevesebb csoport-
specifikus C-poliszachariddal (C-Ps) val6 szennyezett-
ség], tovabba csokkent molekulatdmeg, polidiszperzitas
¢s viszkozitds. Az igy kapott konjugitumok javitott tu-
lajdonsaguak a 4 695 624 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirasban ismertetett eljarassal elé-
allitott konjugatumokhoz képest konzisztencijukat,
konnyi eléallithatosagukat, valamint antigén képessé-
giiket és megnovekedett tisztasagukat illetGen. Kiilono-
sen jellemzd a csoportspecifikus C-poliszacharid és
peptidoglikédn mennyiségének 3—20-szoros cstkkenése
a Pn-Ps prekonjugatumban a 4 695 624 szamu szabadal-
mi leirds szerint eldallitott Ps prekonjugatumkészit-
ményhez képest. Bar a C-poliszacharid szennyezddés
nem befolyasolja a fajtaspecifikus antigénekkel szem-
beni immunvalaszt, a C—Ps részt vehet a konjugicios
reakcidban, és ily modon azt kevésbé specifikussa és
szabalyozhat6va teszi a fajtaspecifikus Ps szamara. To-
vabba az anti-C-poliszacharid antitestek kialakuldsa
Osszefligghet a szovetkarosodasokkal, amelyeket bizo-
nyos nem megoldott pneumococcus fertézések esetében
figyeltek meg. A talalmany vonatkozik tovabba az uj
konjugatumtermékeken tilmenden egy j eljarasra,
amellyel részlegesen hidrolizalt, nagy tisztasag pneu-
mococcus poliszacharid intermediereket allitunk eld,
tovédbba vonatkozik az 1-10 kiilénb6z6 konjugatumot
tartalmazo6 0j készitményekre, valamint ezek alkalma-
zéasara. Kiilénosen jelentSsek a ,,PNEUMOVAX 23”7
(polivalens pneumococcus vakcina, MSD, PDR 1990-
es kiadas, 1431. oldal) készitményben talalhat6 kapszu-
laris poliszacharidok. Még el6nydsebbek a Streptococ-
cus pneumoniae kapszularis poliszacharidok kozé tarto-
z6 kovetkezd alcsoportok: 6B, 23F, 19F, 14, 18C, 4 és
9V, mivel a pneumococcus altipusok ezen kis csoport-
jarol tartjak, hogy a csecsemdknél és gyermekeknél els-
fordulé pneumococcus fertézések 75-85%-ért felels-
sek. A taldlmény szerinti megoldas pneumococcus és
mas bakteridlis poliszacharidok igen széles tipusai ese-
tében alkalmazhat6.

A talalmany vonatkozik tehat kémiailag igen jol de-
finialt pneumococcus poliszacharidra (Pn-Ps), amelyet
egy nyers Pn-Ps készitmény részleges hidrolizalasaval
allitunk eld a hidrolizist egy elére meghatarozott olyan
végpontig végezve, amelynél a Pn-Ps poliszacharid an-
tigén integritdsa még fennall. Az ily modon részlegesen
hidrolizalt Pn-Ps poliszacharid alapos tisztitas utan fel-
hasznalhaté a Pn-Ps immunogén protein (PRO) konju-
gatumok (Pn-Ps—PRO) elGallitasara.

Az1j és nagy antigén tulajdonsagi Pn-Ps—PRO kon-
Jjugatumok, amelyek a kiilsé membranprotein-komplexet
(OPMC) vagy Neisseria meningitidis B-t vagy ezek
rekombindns vagy tisztitott alegységeit, igy példaul
MIEP-t vagy mas immunogén hordoz6 proteineket tar-
talmaznak a prevalens pneumococcus izolatumokboél
szarmazo, részlegesen hidrolizalt és nagy tisztasdgu Pn-
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Ps intermedierekhez kovalens kotéssel kapcsolva, alkal-
masak emlésoknél a pneumococcus fertézések megeld-
zésére. A konjugatumok kiiléndsen elénydsen alkalmaz-
haték vakcinakészitményekben az anti-pneumococcus
immunvalasz stimulélasidra eml8soknél kiiléndsen a B-
sejt immunegyezéses egyedeknél, idGsebb, valamint hu-
man, 2 évnél fiatalabb csecsemdknél, mivel a kon-
Jjugatumok T-sejtvédlasz kivaltasara képesek. A Pn-
Ps—OMPC és Pn-Ps—MIEP konjugatumokat gy allit-
juk eld, hogy a Streptococcus pneumoniae (pneumo-
coccusok, Pn) tenyészethdl szarmazé kapszularis Ps-t
izolaljuk, a Pn-Ps-t részlegesen hidrolizaljuk vagy fizi-
kailag hasitjuk, az emlitett Pn-Ps-t frakcionaljuk, amikor
is olyan Pn-Ps terméket nyeriink, amely csdkkentett mo-
lekulatomeggel, diszperzitassal és viszkozitassal rendel-
kezik, és az igy kapott Pn-Ps intermediert kovalens ko-
téssel az OMPC-hez vagy MIEP-hez kapcsoljuk.

A fentieknek megfeleléen a talalmény célja 0j, rész-
legesen hidrolizalt és nagy tisztasagy, antigén tulajdon-
sagu fajtaspecifikus pneumococcus kapszularis poli-
szacharidok (Pn-Ps) biztositisa, amelyek intermedier-
ként alkalmazhatok Pn-Ps és immunogén proteinek T-
sejtfiiggl konjugitumainak el6allitasanal. A talalmany
célja tovabba Pn-Ps és immunogén proteinekbdl allo
T-sejtfiiggd konjugatumok biztositasa, amelyek alkal-
masak pneumococcus fert6zések elleni vakcinakészit-
ményekben vald felhasznalasra, kiilondsen 2 évnél fia-
talabb gyermekek és B-sejt immunoegyezéses emberek
esetében. A talalmany célja tovabba egy tovabbfejlesz-
tett eljaras biztositasa a kovalens ko6tésii pneumococcus
poliszacharid immunogén protein konjugatumok (Pn-
Ps—PRO) el@allitasara, amely eljarasnal a tovabbfej-
lesztés azt jelenti, hogy kémiailag jobban definialt és
nagyobb tisztasagli Pn-Ps kiindulsi anyagot, interme-
diereket alkalmazunk, és a kapott végtermék konzisz-
tenciaja jobb és elGallitasi eljarasa egyszerlibb. A talal-
many célja tovabba egy kémiailag jol definialt Pn-
Ps—PRO konjugatum biztositasa a tovabbfejlesztett el-
jaras alkalmazasaval, amely konjugétum T-sejtfliggd,
alkalmas protektiv szérum antitestek kivaltasara pato-
gén pneumococcus baktériumokkal szemben, kiiléno-
sen 2 évnél fiatalabb gyermekek és immunegyezéses
egyedek esetében. A talalmany tovabbi célja olyan elja-
rasok biztositasa, melyek szerint ezen konjugatumokat
alkalmazzuk immunolégiailag hatdsos mennyiségben
vakcinakészitmények formajaban kiilonbdzd pneumo-
coccus baktériumok altal kivéltott betegségeknél, igy
példaul a kovetkezd esetekben: kozépfiilgyulladas,
agyhartyagyulladas, tidégyulladas, baktériumvériiség,
kronikus iziileti gyulladdsos akut esetek, mellékiireg-
gyulladas, bronchitis és kotShartya-gyulladas.

A) Uj Pn-Ps—PRO konjugdtum és poliszacharid in-
termedierek

A taldlmany szerinti Pn-Ps—PRO konjugétumter-
mékben a Pn-Ps és PRO kozotti arany 0,05 és 0,5 mg
poliszacharid/mg protein kozotti érték, a konjugatum
kovalencidja nagymértékd, és a szabad Pn-Ps interme-
dierrel valé szennyezettsége minimalis, fizikai és ké-
miai jellemzdi egyediilalloak az 4j poliszacharidoknak
koszonhetSen.
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A taldlmény szerinti konjugatum egy immunogén
proteint (PRO) tartalmaz kovalens kotéssel egy spaceren
keresztiil kapcsolodva az 1j, részlegesen hidrolizalt és
nagy tisztasigh pneumococcus kapszularis poliszacha-
ridhoz (Pn-Ps). Az immunogén protein elénydsen a
Neisseria meningitidis B tenyészetéb6l szarmazd kiilsé
membranprotein-komplex (OMPC). Az OMPC el6allita-
sara eljarast ismertetnek példaul a 4271 147 szamu ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras 1. példaja-
ban. Hasonloképpen felhasznalhatok az OMPC alegysé-
gei, igy példaul a MIEP, amelyet az OMPC disszociacio-
javal vagy rekombinins expressziojaval allitunk eld.
Ilyen eljarasokat ismertetnek példaul az 555978, 555 329
és 555204 szamu szabadalmi bejelentések (Merck tigy-
szam: 18110, 18159 és 18190, benyujtas: 1990. jilius
19.) 2. és 16-23. példiban.

Az 1j, részlegesen hidrolizalt és nagy tisztasagh
pneumococcus kapszuléris poliszacharid (Pn-Ps) egy
készitmény, amely valamely pneumococcus altipus
(mint példaul a kovetkezGkben az 0j konjugicids eljaras
ismertetésénél emlitettek, valamint a 3—10. példaban
leirtak) tenyészetébdl szarmaztatott antigén tulajdonsa-
gu poliszacharidot tartalmaz. A Pn-Ps atlagos moleku-
latdmege 1x105 és 1 x 106 dalton kozotti érték, atlago-
san molekulanként 1000-nél kevesebb ismétlods egysé-
get tartalmaz, a C-poliszacharid szennyezettségi szintje
kevesebb, mint 3%, ¢és az antigenitasi indexe 0,4 és 1,1,
elénydsen 0,7 és 1,1 kozotti érték. Ez utobbi paraméter
az j Pn-Ps tomegegységében 1évé anti-pneumococcus
fajtaspecifikus antitestkotés relativ mennyiségére vo-
natkozik, a nyers Pn-Ps intermedierre — amely az
ATCC-nél van depondlva — vonatkoztatjuk. Tovabba
az uj Pn-Ps intermedier alkalmas immunogén protei-
nekkel val6 konjugalasra és ily médon a taldlmany sze-
rinti Pn-Ps—PRO termékek eldallitasara. Két kiilonb6zo
Pn6B-Ps és két kiilonbozé Pn23F-Ps készitmény fizikai
€s kémiai jellemzdit a kdvetkezdkben az 1. tdbldzatban
foglaljuk Ossze, és a leirds soran ismertetjiik ezen jel-
lemz6k meghatarozasi modszerét. Az ismertetésre kerii-
1 eljarassal a legkiilonb6zGbb pneumococcus altipusok
felhasznalasaval allithaték el6 a Pn-Ps intermedierek és
Pn-Ps—PRO konjugatumok, amely altipusok koziil a
korlatozas szandéka nélkiil emlitjiik példaul a kovetke-
z8ket: 1,2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 17F, 18C, 19F, 20, 22F, 23F és 33F. Mint mar azt
a fentiekben is emlitettilk, az elényds pneumococcus
poliszacharidok kozé tartoznak a kévetkez6 pneumo-
coccus altipusokbol szdrmazd poliszacharidok: 4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F és 23F. Szakember szdmara azonban
nyilvanvalé, hogy a fentiekben emlitett poliszachari-
dokon kiviil vagy azok mellett mas egyéb poliszacharid
is alkalmazhato a veszélyeztetett populacional felmerii-
16 igény fiiggvényében. {gy példaul a Pnl-Ps és Pn5-Ps
hasonloan kezelhetd, mint a Pn4-Ps vagy Pn9V-Ps, a
Neisseria meningitidis B, C vagy B-csoport pneumo-
coccus poliszacharidokkal, mig a Pn7F-Ps a Pn14-Ps-
hez hasonléan kezelhet8, mint ahogyan azt a késébbiek-
ben ismertetjiik, és ezek a polivalens vakcinakba befog-
lalhatok. Szakember szamara nyilvanvalé tovabba,
hogy Pn6B-Ps befoglalasaval védelmet lehet biztositani
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Pn6A-val szemben is a keresztreaktiv antitestek révén.
Ez igaz tovébba szamos mas pneumococcus altipus ese-
tére is.

A taldlmany szerinti polivalens vakcinak kiilonb6zé
Pn-Ps—PRO konjugatum keverékét tartalmazzak, ame-
lyek kiilén-kiilon az adott Pn-Ps altipus felhasznalasa-
val lettek eldallitva. A taldlmény szerinti polivalens
vakcinak tovabba tartalmazhatnak olyan konjugatumo-
kat is, amelyekben tobb kiilonb6z6 Pn-Ps altipus van
konjugalva egyidejlileg vagy egymast kovetGen egy
adott PRO-hoz.

1. Az 4j poliszacharid intermedierek jellemzése

A részlegesen hidrolizalt, tisztitott pneumococcus
kapszularis poliszacharid intermedierek fizikai és ké-
miai jellemzdi fliggnek azon pneumococcus altipustol,
amelybdl szarmaznak, tovibbd azon miiveletektdl,
amelyeknek ald lettek vetve a taldlmany szerinti eljaras
soran. Altalaban a Pn-Ps intermedierek molekulatome-
ge és polidiszperzitasa 2—10-szer alacsonyabb, mint a
nyers bakterialis tenyészetbdl szdrmaztatott poliszacha-
ridé. Ez a csokkentett méret lehetdvé teszi a poli-
szacharid kénnyebb kezelhetGségét a konjugaciés mi-
veletek alatt, valamint a szabad Pn-Ps eltavolitasat a
konjugécios miveletek utan, tovabba nagyobb Pn-Ps
tisztasagot/homogenitast, alacsonyabb Pn-Ps molekula-
tomeget és polidiszperzitast, valamint lényegesen nem
valtozott antigenicitast biztosit. Ezen 4j Pn-Ps jellem-
z6k nagymértékben hozzajarulnak a jol definialhatod
fajtaspecificitasu antigén tulajdonsagh Pn-Ps—PRO ter-
mékek eldallithatosagahoz.

i) Pn-Ps molekulatomeg és polidiszperzitis

A tdmeg szerinti atlagos molekulatomeg (My) meg-
hatarozasat diffuzioval, szedimentaciéval vagy kroma-
tografiaval, a szam szerinti molekulatémeg (My) meg-
hatarozasat példaul viszkozitasméréssel, fagyaspont-
csokkenéssel vagy forraspont-emelkedéssel hatarozzuk
meg, mig a Pn-Ps készitmények polidiszperzitasat az
My/My arannyal nyerjik. Minél kozelebbi értékiiek
ezek a szamok, annal homogénebb a poliszacharid-ké-
szitmény. Néhany Pn-Ps készitmény polidiszperzitasat
adjuk meg a kovetkezGkben, és ismertetjiik az elényos
eljarast a megndvekedett homogenitas biztositasa érde-
kében.

A nyers és részlegesen hidrolizalt Pn-Ps készitmé-
nyek megoszlasi koefficiensét méretkizarasos kroma-
tografiaval (SEC) vagy nagy teljesitményii méretkizara-
sos kromatografiaval (HPSEC) hatéroztuk meg ismert
modszerek szerint a poliszacharid alikvot részét fel-
hasznélva. Az emlitett megoszlasi koefficiens

VeV,
- Vi_Vo

V,=az oszlop iires térfogata
V;=a teljes atfolyasi térfogat
V.=a minta eluatum térfogata
K4=a minta megoszlasi koefficiense

Az ily médon meghatarozott Ky mértéke a poli-
szacharid-készitmény atlagos hidrodinamikai térfogata-
nak. Mivel a Pn-Ps molekulatdmege fizikai hasités révén
vagy termikus vagy ultrahangos hidrolizis hatasara az
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ismertetett eljardsok sordn csokken, a V, eliicids térfogat
ndvekszik, és ugyancsak novekszik K -értéke is.

A fenti célra eldnydsen oszlopmatrixként példaul
SEPHAROSE CL2B gélt (Pharmacia No. 17-0120-01)
alkalmazunk. Az iires oszloptérfogatot (V,) Blue
Dextran 2000 (Pharmacia No. 17-0306-01) felhasznala-
sdval, mig az dsszpermedacios térfogatot (V;) a natrium-
klorid-séval nyert csics segitségével hatarozzuk meg.
oldatot készitiink desztillalt vizben, és ebb6l 1 ml térfo-
gatot viszlink az oszlopra. A V/V; arany 0,31-0,37
kozott kell, hogy legyen a dextran TS00 (Pharmacia
No. 17-0320-01) esetében a K;-érték 0,37-0,49 kozott
kell, hogy legyen. Az elényés HPSEC rendszernél
7,5x600 mm méretidi TSK G6000 PW oszlopot alkal-
mazunk 50 °C hémérsékleten.

Egy kiilondsen elényds médszemél az SEC vagy
HPSEC modszert differencial refraktométeres modszer-
rel kombinaljuk, amely kimutatja a relativ koncentraci-
oOkat az elucios térfogat fliggvényében, vagy a fentieket
differencialis viszkoziméteres mddszerrel kombinaljuk,
ami a specifikus viszkozitast mutatja ki az eltcios térfo-
gat fiiggvényében. Univerzalis kalibracios gorbét készi-
tiink [log(belsé viszkozitas x molekulatémeg) a retenci-
os térfogat fliggvényében] egy sorozat monodiszperz
poli(etilén-oxid) standard analizisével. A koncentracié
¢és specifikus viszkozitds profilokat alkalmazhatjuk a
molekulatomeg szamitasara az elucios térfogat profilok
fiiggvényében, amit viszont felhasznalhatunk az My és
My értékek meghatarozasahoz, amelyekbdl a poli-
diszperzitasi index (My,/My) szdmolhat6 [Yau, W. W.
és Rementer, S. W, J. Liq. Chromatog., 13, 627675
(1990); Nagy J., Liq. Chrom., {3, 677-691 (1990);
Benoit és munkatarsai, J. Ch. Phys. Tome., 63,
1507-1514 (1966)]. A talalmany sorn a belsd viszko-
zitdst 0,1 molos natrium-foszfat-pufferben pH=7,2 ér-
téknél mértiik.

Ha a Pn-Ps készitmény atlagos molekulatomegét
meghatéroztuk, ebb6l a molekuldnkénti ismétléds egy-
ségek atlagos szdma konnyen meghatirozhatéd a poli-
mer molekulatdmegét az ismétlddd egységek molekula-
tomegével elosztva (lasd II. tablazat).

ii} A Pn-Ps fajtaspecifikus antigenitds megtartdsa

Igen fontos, hogy minden, fizikai hasitasnak vagy
kémiai, termikus, ultrahangos vagy enzimatikus hidroli-
zisnek alavetett nyers Pn-Ps esetében meghatarozzuk
azt a végpontot, amelynél az antigén integritds kezd
szétesni. Ezt a végpontot elénydsen a viszkozitas és
barmely ismert immunolégiai vizsgalat dsszevetésével
hatarozhatjuk meg. Egy elényds médszernél a polisza-
charid-oldat alikvot részét a Ouchterlony kett6s immu-
nodiffiiziés vizsgalattal mérjiik pneumococcus altipus-
specifikus antitest alkalmazasaval. Ha fehér precipitaci-
6s sav jelenik meg az agarlemezen, amely egy bizonyos
diffaziés id6 elteltével a szomszédos lyukban elhelye-
zett nyers Pn-Ps minta precipiticios sdvjdhoz kotddik,
ez kvalitative azonositja a reagenseket, és bizonyitja,
hogy a poliszacharid antigén integritsa intakt maradt.
Még kvantitativabb immunologiai vizsgalatot biztosit-
hatunk nefelometrias analizissel vagy RIA-modszerrel.
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Az emlitett nefelometrias modszerrel mérjiik az an-
tigén-antitest komplexek kialakuldsa soran létrejové
fényszoras intenzitdsanak valtozasat vagy a valtozas se-
bességét. A reakciot egy reakciocellaban jatszatjuk le,
amelyben egy fénysugarat bocsatunk keresztiil. Jelen
esetben a komplexek egy immunoprecipitacids reakcid
soran képz&dnek, amely az oldatban akkor megy végbe,
ha a specifikus antitest (Ab) a sajat specifikus antigén;jé-
vel (Ag) reagal, azaz a Pn-Ps-sel. Mivel egy Ag-Ab
komplex kialakulasa fiigg az Ag és Ab molekulak meg-
feleld aranyban vald jelenlététdl, a komplexképzddés
mértéke konstans mennyiségli Ab esetén az Ag mennyi-
ségével egy adott maximalis szintig névekszik, ennél
nagyobb mennyiségli Ag kevesebb mennyiségii komp-
lexet eredményez. Ily modon, ha az Ab értékét egy
konstans szinten tartjuk, és mérjik a fényszoras mérté-
gOrbét kapunk. Lehetséges meghatarozni a Ps (vagy
derivatizalt Ps) esetén az Ag-koncentraciot, ha a mintat
a sajét specifikus Ab-jével reagéltatjuk a standard gorbe
felvételénél alkalmazott koriilmények felhasznaldsaval.

Ha a sebességnefelometridval meghatarozott immu-
nologikus koncentraciot a kémiai vagy fizikai modszerrel
(kolorimetria, térésmutaté vagy teljes hidrolizis és a
monoszacharidok meghatarozasa, lasd alabb) meghatéro-
zott koncentraciokkal dsszehasonlitjuk, megkapjuk a Ps
mintdk antigenicitasinak mértékét. A poliszacharidok
szdraz tomegének meghatarozasa csak akkor megfeleld,
ha a porkészitmény illékonyanyag-tartalma ismert.
A poliszacharidok ismert modon higroszkopikusak, és
5-30 tomeg% illékony anyagot tartalmazhatnak. Ily mé-
don a sziraz tomeg meghatirozdsa 6nmagaban nem kiilé-
nosebben megbizhaté. A poliszacharid-koncentracio
megfelelé pontossaggal valé meghatirozasara alkalmas
példaul a kolorimetrids vizsgalat, ahol a vizsgalatot egy, a
kérdéses poliszacharid standard oldataval végezziik. igy
példaul a Pn6B-Ps, Pnl18C-Ps, Pn19F-Ps és Pn23F-Ps
mindegyike meghatarozhato a metil-pentdéz vizsgalattal
Dische és Shettles modszere szerint [J. Biol. Chem., /75,
595-603 (1948)]. A Pn4-Ps, Pn9V-Ps, Pnl4-Ps és
Pnl8F-Ps poliszacharidok mennyiségét a hex6z-amin-
tartalmuk és a Pn9V poliszacharidot még az uronsavtar-
talmuk alapjan is meghatérozhatjuk. A fenol-kénsav vizs-
galat [Dubois és munkatarsai, Anal. Chem., 28, 350-356
(1956)] alkalmas az sszes Pn-Ps készitmények mennyi-
ségi meghatarozasara az elGallitasi eljaras alatt. Mas
modszerként alkalmazhatjuk még a térésmutaté-megha-
tarozast, amelyet az adott poliszacharid standard oldatai-
val készitett kalibraciés gorbe alapjan végziink. Bar a
kolorimetrias vizsgélatot a minta poliszacharid-tartalma-
nak kimutatasara alkalmazzuk a derivatizalasi, valamint a
konjugaci6s miiveletek alatt, ez utobbi modszert a poli-
szacharid-készitmény HPSEC altalanos kalibréaci6s anali-
mazzuk. Nyers Pn-Ps kiindulasi anyagot alkalmazva az
antigenicitasi index értéke 1,0. A kisérleti mintiknal rela-
tiv antigenicitdsi indexet is szamoltunk, és 0,4—1,1 ko-
zotti értéket elfogadhatonak itéltiink. Lehetséges 1-nél
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tisztitdsnak vetjiik ala. Elméletileg lehetséges az is, hogy
magéaval a méret csokkentésével noveljiik az antigeni-
citasi indexet a poliszacharid-molekula flexibilitdsanak
ndvelésével, és ily moédon csokkentsiik az antigén epi-
topok koriili sztérikus kdlcsonhatast. Ezeket a meghatéro-
zéasokat a miveletek alatt végezziik a hidrolizalt, frakcio-
nalt és derivatizalt Ps mintdk ellenérzésére. Azokat a
mint 0,4, nem hasznaljuk a konjugacios reakcioban. Az
anti-Pn-Ps antitestkészitményeket a Pneumococcus poli-
szacharidok jellemzésére alkalmazzuk. Anti-Pn-Ps anti-
test forrasok példaul a Health Reserach Inc., Albany, NY
és Staten Serun Institute helyeken szerezhetSk be. Fajta-
specifikus anti-Pn-Ps antitesteket el6allithatunk tovabba
kereskedelmi forgalomban beszerezheté Pn-Ps immuno-
gén felhaszndlasaval ismert modszerek szerint is [Baker
és munkatarsai, Immunology, 20, 469 (1971); Brooke,
M. S., J. Immunol., 95, 358 (1966); Keamey, R. és
Halladay, W. J., Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci., 48, 227
(1970); Schneerson, R. és munkatarsai, Prog. Allergy, 33,
144 (1983); Robbins, J. B., Infect. Immun., 26, 1116
(1979)1.

Egy tovabbi jele a meglévé antigénintegritisnak a
Pn-Ps készitmények helyes kémiai dsszetételének meg-
maradasa. gy példaul a Pn6B-Ps a kovetkezd ismétléds
egységet tartalmazza: o-Gal(l-3)-o-Glu(l-3)-0-L-
Rhap(1-4)-D-Ribitol-5-Poy;), olyan mennyiségben,
hogy a szénhidratkomponensek aranya a kovetkez:
ribitol :ramnoz: galakt6z: glitkéz=1:1:1:1. Ezt az aranyt
példaul a poliszacharid 36%-os hidrogén-fluoriddal
2 o6ran at 45-65 °C homérsékleten végzett, majd
2 molos trifluor-ecetsavval 10—-20 6rén at 100 °C hé-
mérsékleten végzett hidrolizisével, majd a kapott minta
nagy teljesitményi anioncserés kromatografiaval és pul-
zalo amperometrikus detektalasdval hatarozhatjuk meg.
Négy csucs esetén, amelyek koriilbeliil azonos mol-
mennyiségét jelzik a szénhidratkomponenseknek, az in-
tegritdis megmaradt. A taldlmény szerinti j Pn-Ps ve-
gyiiletek esetében lényegében a szénhidratkomponensek
ko6zott az elméleti ardnyt lehet megtartani, 20%-os elté-
résen beliil. Az elméleti értéktd] valod eltérés elsédlege-
sen a modszerben adodd korlatoknak tudhaté be. Igy
példaul teljes hidrolizis esetén a kdvetkezd ardnyokat
hataroztuk meg:

Pn23F-Ps: glicerol:ramnéz: galakt6z: glii-

kéz=1:2:1:1;

Pnl4-Ps: N-acetil-gliikéz-amin: galaktoz: glii-
kéz=1:2:1;

Pn19F-Ps: ramnoz:N-acetil-mann6z-amin: gli-
koz=1:1:1;

Pnl18C-Ps: gliik6z: galaktéz:ramnéz: glicerol: ace-
tat=3:1:1:1:1;

Pn9V-Ps: gliikoz: galaktoz: N-acetil-mannéz-
amin: glitkoronsav : galakturonsav : ace-
tat=2:1:1:1:1:1,7;

Pn4-Ps:  N-acetil-mannéz-amin: N-acetil-furoz-

amin: galakt6z-amin : galaktoz: piru-
vat=1:1:1:1:1.
Azt talaltuk tovabba, hogy a Pn4-Ps egy tovabbi
komponenst tartalmaz, amelyet HPLC-analizissel mu-
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tattunk ki, és ez feltehetéen 2-amino-pneumoz-amin (2-
amino-2,6-didezoxi-taloz), mint az a Pn5-Ps esetében
van [Barker és munkatéarsai, Carbohydrate Res.,
224-233 (1966)]. A Pnl19F-Ps tartalmaz tovabba még
egy komponenst, feltehetden hexéz-amint, amelyre az
irodalomban eddig még nem utaltak, és amellyel kap-
csolatban még konkrét azonositas nem tortént. Ezeket
€s a tovabbi elméleti poliszacharid ismétl6d6 kompozi-
ciokat ismertetnek példaul a kovetkez6 irodalmi helye-
ken: J. E. G. van Dam és munkatarsai, Carbohyd. Res.,
187, 267 (1988); H. J. Jennings, Adv. Carbohyd.
Chem., 41, 155 (1983) és az ebben taldlhat referencia;
J. C. Richards és M. Perry, Biochem. Cell. Biol., 66,
758 (1988)]. A szénhidratkomponensek mellett még ta-
lalhatok foszfat-, acetat- és piruvat-oldalcsoportok kii-
16nboz6 adott Pn-Ps poliszacharidban, amelyek immu-
nodomindns jellemzékkel rendelkeznek. Mint ilyet,
ezeket a komponenseket is kimutathatjuk (1asd 30. pél-
da). A monoszacharidok mennyiségi meghatarozasa
nak mennyiségi meghatérozasara. Egy masik eleme a
talalmany szerinti poliszacharidok antigenicitasinak,
amelyet szintén meg kell tartani, az tgynevezett egyezd
epitopok [Wessels, M. R. és Kasper, D. L., J. Exp.
Med., 169, 2121-2131 (1989)]. Az antigenicitasnak ezt
a szintjét a szacharid nagy molekulatomegii formajaban
lehet csak kifejezni, és az ismertetésre keriilé modszer a
poliszacharid immunogenitasanak ezen szintjének meg-
tartaséra is iranyul.

iii) Minimalis szennyezés C-poliszachariddal

Egy maésik kritikus paraméter a C-poliszacharid-
szennyezés mértéke. Ezt a jellemzdt a poliszacharid-ké-
szitmény teljes savas hidrolizisével, a hidrolizatum kro-
matografiajaval és a kolin konduktometrias detektalasa-
val mutathatjuk ki [Hermans és munkatérsai, Recl.
Trav. Chim. Pays-Bas, 107, 600 (1988)]. Eljarhatunk
ugy is, hogy a nem hidrolizalt poliszacharidot kolinra
NMR-rel analizaljuk. Az NMR-analizisnél a kolinjel és
ramnoéz-metil-jel ardnyat hasznaljuk (ramnozt tartalma-
z6 Pn-Ps esetében, egyéb Pn-Ps esetén differencialis jelt
hasznilunk) a C-Ps-tartalom meghatarozasara. A kro-
matografias médszemél a kolinjel vagy a kondukto-
metrids vizsgalattal meghatarozott poliszacharid-tarta-
lomhoz viszonyitott aranyat vagy valamely Pn-Ps kom-
ponenscsucshoz viszonyitott ardnyét alkalmazzuk a C-
Ps-tartalom meghatarozasara. Mindegyik moédszernél
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ismert koncentraci6ju kolinnal készitett standardok
alapjan végezziik a poliszacharid-készitményben jelen-
1év6 kolin kozvetlen szamitasat a C-Ps teoretikus ismét-
18szerkezetének alkalmazasaval (lasd Herman és mun-
katéarsai, fenti teljes hivatkozas), és meghatdrozzuk a
poliszacharid-készitményben 1évé C-Ps-koncentraciét.
A Pn-Ps mintak poliszacharid-tartalménak meghataro-
zasét a szakteriileten ismert modszerek szerint végez-
ziik. Példaul ugy, hogy a poliszacharidot teljesen hidro-
lizaljuk, és a teljes poliszacharid-tartalmat egy specifi-
alapjan allapitjuk meg. A C-Ps-koncentracio és a teljes
poliszacharid-tartalom dsszehasonlitisaval meghataroz-
zuk a C-poliszacharid-szennyezést (W/W). 3 tomeg%
alatti C-poliszacharid-tartalom elfogadhato, de még el6-
nyosebb az 1 tdmeg% alatti érték.

Két sorozat Pn6B-Ps és Pn23F-Ps poliszacharid ké-
miai és fizikai tulajdonséagait az I. tablazatban foglaljuk
ossze. Ezek az adatok a paraméterek reprodukalhatosa-
gat mutatjak, amelyek a talalmany szerinti eljarasnak
koszonhetdk.

I tablazat
Hidrolizalt és frakcionalt Pn-Ps jellemz6i

Pn-Ps készitmény 6B-1 6B-2 23F-1 23F-2

Viszkozitas-vég-
pont

K4 (HPSEC) 0,62 0,62 0,49 0,49
K, (CL-2B) 0,64 0,60 0,41 N.D.
Monoszacharid S S S S

1,094 1,147 1,350 1,376

Antigenitas
Ouchterlony S S S
Nephelose S S S S

(Fenol:kénsav)

S=kielégitd

A kovetkezd II. tablazatban néhany nyers pneumo-
coccus poliszacharid és a megfelel6 0j, taldlmany szerinti
hidrolizalt és frakcionalt (Hyd+frac) vegyliletek kémiai
és fizikai paramétereit foglaljuk Gssze. A megadott szam-
értékek a kisérleti hiban és a komplex poliszacharid-ve-
gyiiletek detektalasdnak hatrain beliil vannak.

II. tablazat
A nyers és az 0j hidrolizalt + frakcionalt Pn-Ps vegyiiletek fizikai és kémiai jellemzdi

. Ismétlédd
, ) - . Témeg szerinti Szam szerinti Polidisz- egységek o
Pn-Ps altipus Csiics, Ky Bels6 viszkozitas moltomeg (My,) mélidmeg (My) perzitas szhma/per C-Ps,%
Mw/My) mol

4-nyers 0,55+0,05 4,34+10% 42x105£20% | 3,3x105£20% 1,2-1,6 >600 >3
4-hyd+frac 0,69+0,05 1,0-3,0 I1x105-5x105 | 2x105-4x105 1,0-14 <600 <3
6B-nyers 0,40+£0,05 2,67£10% 1,4x106+20% 9x105£20% 1,5-2,5 >1000 >3
6B-hyd +frac 0,60+0,05 1,0-2,0 3Ix105-7x105 | 3x105—6x105 1,0-1,4 <1000 <3
9V-nyers 0,53+0,05 2,29+10% 1,1 x106+20% 9% 105+20% 1,2-25 >800 >3
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1I. tébléazat (folytatds)
. Ismétl6do
. . . .. Tomeg szerinti Szam szerinti POhd.ls,z_ egységek
Pn-Ps altipus Csucs, Ky Bels6 viszkozitas moltomeg (My) mélismeg (My) perzitas szima/per C-Ps,%
(My/My) mol

9V-hyd+ frac 0,65+0,05 1,0-2,0 3Ix105-7x105 | 3x105-6x10° 1,0-14 <800 <3
14-nyers 0,50+0,05 1,69+10% 1,1 x106+20% 7x105+20% 1,3-25 >1200 >3
14-hyd + frac 0,60+0,05 0,6—1,6 4x105-1x106 | 3x105-8x10° 1,0-1,4 <1200 <3
18C-nyers 0,50+0,05 5,20+10% 8,7x10°£20% 6x105+£20% 1,4-2,5 >700 >3
18C-hyd+frac 0,65+0,05 1,5-3,0 2x105-6x105 | 2x105-6x105 1,0-1,4 <700 <3
19F-nyers 0,44+0,05 2,95+10% 1,0x106+:20% 6x105+£20% 1,8-2,5 >1000 >3
19F-hyd + frac 0,65+0,05 1,0-2,0 2x105-6x105 | 2x105-6x105 1,0-1,4 <1000 <3
23F-nyers 0,36+0,05 4,15+10% 2,2x106+20% 1 x100+20% 2,0-3,0 >1000 >3
23F-hyd+ frac 0,54+0,10 1,5-3,0 4x105-8x105 | 2x105-6x105 1,0-1,4 <1000 <3

2. Az 4j Pn-Ps konjugdtumok jellemzése

i) Pn-Ps mindségi és mennyiségi meghatdrozdsa

Igen hasznos a végs6 konjugatumban a Pn-Ps
mennyiségét és kémiai integritisat valamely fliggetlen
eljarassal meghatirozni az antigenicitds (integritas) bizo-
nyitasdra, és szdmitani a Pn-Ps/PRO arinyt. Az egyik
modszer szerint totalis hidrolizist végziink 2 moélos TFA-
oldat alkalmazasaval 100 °C hémérsékleten 5—16 oran
at, az optimalis hidrolizisidé fligg az adott Pn-Ps poli-
szacharidt6l. Azonos mennyiségii Pn-Ps—PRO konjuga-
tumot és PRO hidrolizdtumot (a Lowry-protein alapjan)
analizalunk nagy teljesitmény(i anioncserés kromatogra-
fidval pulzalé amperometrikus detektalast alkalmazva a
monoszacharid profilok meghatirozasara. A PRO profilt
,kivonjuk” a Pn-Ps—PRO konjugatum profiljabol a meg-
feleld szamitégépes program, igy példaul a Nelson-pro-
gram alkalmazasaval, annak érdekében, hogy a PRO-kat
alkotd monoszacharidokat korrigaljuk, igy példaul kivon-
juk az OMPC-ben jelenlévd lipopoliszacharidokbol
(LPS). Ezutan szamitjuk a konjugitumban jelenlévé Pn-
Ps mennyiségét a derivatizalt Pn-Ps hidrolizatum ismert
mennyiségével felvett profil és a korrigalt Pn-Ps—PRO
konjugatum profiljanak &sszehasonlitasdval. A Pn-
Ps—PRO aranyt hasonloképpen hatdrozzuk meg.

ii) A konjugdldsra és csatlakozdsra jellemzd uj

aminosavak analizise

A Pn-Ps poliszacharidok és a PRO konjugalasa utan
mintat vesziink, a mintat 6 n sésavban hidrolizaljuk, és
aminosav-analizisnek vetjik ald. Ezzel a modszerrel ki-
mutatjuk a jellemz8 aminosavak, igy példaul S-kar-
boxi-metil-homocisztein (S-CMHC) és S-karboxi-me-
til-ciszteamin (S-CMCA) jelenlétét és mennyiségét. Az
els6ként emlitett aminosav a derivatizalt Pn-Ps és PRO
kémiai reakcidja soran kémiai kapcsolddassal jon létre,
és ez hatarozott bizonyiték a derivatizalt Pn-Ps és PRO
kozott 1étrejové kovalens kotés kialakulasanak. Az
ilyen kovalens kotés kialakuldsa igen lényeges a konju-
gatum vakcina T-sejt immunogenitésa szempontjabol.
Kozvetleniil a konjugacios reakcié végbemenetele utin
a nem reagalt brom-acetamid részeket N-acetil-cisztea-
minnal megkétjiik. Ezen kotések hidrolizise S-karboxi-
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metil-ciszteamint (S-CMCA) eredményez, és szintén
kimutathat6 az aminosav-analizissel. Ezen aminosav ki-
mutatdsa igazolja a reakcidképes brém-acetamid-cso-
portok sikeres megkotését és azt, hogy ily moédon ezek
tovabb nem hozzaférheték nemkivanatos kémiai reak-
ciok szamara. A kovalencia és az emlitett kotés elfogad-
hatd szintje 1-15% S-CMHC/Lys és kériilbeliil 0-5%
S-CMCA/Lys esetén.

iii) Aluminium-hidroxidon adszorbealt vakcina ana-

lizise

Egy elényos kiviteli formanal a Pn-Ps—PRO konju-
gatumot aluminium-hidroxid gélen [aluminium-oxid,
Al(OH),, lasd alabb C szakasz] adszorbealjuk, ami a
vakcinaval szembeni immunvalaszt fokozza. M4s alkal-
mas készitményformak kozé tartozik példaul a fiziold-
giailag elfogadhato higitéanyagok alkalmazasa vagy
mas adalékok, immunomodulatorok vagy inert hordo-
zOk alkalmazéasa. Az aluminium-oxidon abszorbealt ké-
szitmény analizisét a kovetkezOképpen végeztiik.

Az aluminium-oxidon abszorbeélt Pn-Ps—PRO kon-
jugétumot Gsszetételre és stabilitasra a konjugatumnak az
aluminium-oxid hordozérol valé deszorpcidja utdn vizs-
galjuk. Ezt dializissel végezziik, amihez 3%-os natrium-
citrat-oldatot alkalmazunk 16 6rdn &t szobahémérsékle-
ten. A kapott oldhaté aluminium-citrat-sé a dializis-
membranrdl kidiffundal, és visszamarad a Pn-Ps—PRO.
Ez a modszer igen fontos annak érdekében, hogy igazolni
tudjuk a Pn-Ps—PRO korrekt mennyiségét az aluminium-
oxidon abszorbedlt készitményben. Azonban bizonyos
készitmények esetében, igy példaul Pn6B-Ps—OMPC és
Pn23F-Ps—OMPC esetében a koncentracio 10, 5, 2 és
1 mcg Pn-Ps/ml (lasd C szakasz), amely koncentracié
értéke joval a kémiai kimutathatosag értéke alatt van. Ily
modon a szénhidratkészitmények analizisé¢hez eldszér az
adszorbealt Pn-Ps—OMPC vakcinakat pelletizalni kell a
vizes folyadék eltavolitasira, majd a kapott pelleteket
ismételten szuszpendaljuk 1/6 térfogatnyi citratoldatban.
A dializist kovetSen az oldott Pn-Ps—OMPC készitmé-
nyekben a koncentracié 50, 25, 10, illetve 5 mcg Pn-
Ps/ml. Ezek a koncentraciéértékek mar alkalmasak mind
a Pn-Ps, mind a proteinanalizisek elvégzéséhez.
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A citrattal deszorbealt mintakat szintén analizaljuk
az esetlegesen jelenlévé Pn-Ps meghatarozasara, ami
igen fontos az immunogenicitas és a gyartas alkalmas-
saga szempontjabol. Ezt az analizist SEPHAROSE
CL-2B vagy SEPHACRYL S1000SF jeld kromatogra-
fids oszlopon végezziik, amely sordn a Pn-Ps—OMPC-t
elvalasztjuk a Pn-Ps-t6l. Szabad Pn-Ps jelenlétét és
mennyiségét az antigenicitas sebesség-nefelometriaval
valé meghatirozasaval végezziik. A szabad Pn-Ps
szennyezés mennyisége a Pn-Ps—OMPC konjugatum-
ban kevesebb, mint 15% a jelenlévé Osszes Pn-Ps-re
viszonyitva.

iv) Pirogén teszt: a szignifikdns pirogenicitds td-

volléte

A taldlméany szerinti konjugatumtermékeket vizs-
galtuk arra vonatkozodan, hogy karos hdmérséklet-emel-
kedést kivaltanak-e. Azt hatdroztuk meg, hogy a kapott
konjugatumtermékek pirogenicitdsa elfogadhaté mérté-
k.

Modszer (IV)

A Pn-Ps konjugatum vakcinakat a 21 CFR szakasz
610.13(b) elbirasai szerint vizsgaltuk.

1. Modszer (IM)

Egy mésik modszer a pirogenicitds meghatarozasara
a nytll IM teszt. Ez a vizsgalati modszer kdzelebbrdl
szimulalja a termék klinikai alkalmazisat és pontosab-
ban képes kimutatni a termék endotoxin terhelését.

Minden kisérleti allatnak 1 1 vakcinat adagoltunk
intramuszkularis injekcié formajaban, és a vizsgalathoz
legalabb 3 allatot alkalmaztunk. A hémérsékletet 5 oran
at ellendriztiikk az injekcié utan. Mas egyéb vizsgélati
mddszert ismertetnek a 21 CFR szakasz 310.13(b) el6-
irasai. (A vizsgalatnal alkalmazott dozisokat a polisza-
charid-koncentraci6 alapjan hataroztuk meg.)

v) A kovalens kotés természete

A Pn-Ps—PRO, igy példaul Pn-Ps—OMPC vagy Pn-
Ps—MIEP konjugatumok eléallitdsanal a poliszacharid
és a PRO, igy példaul OMPC vagy MIEP proteinek
kapcsolasat végezhetjiik bigenerikus spacerek alkalma-
zasaval, amelyek tioétercsoportot €s primer amincso-
portot tartalmaznak, amelyek hidrolitikusan labilis ko-
valens kotéseket képeznek a poliszacharidokkal. ElS-
nydsek azok a talalmany szerinti konjugitumok, ame-
lyeket a Pn-Ps— A—E—-S—-B-PRO vagy Pn-Ps—A’-S—
E’-B’-PRO Altalanos képlettel jellemeziink. Az
A-E-S-B és A’-S—E’-B’ tagok képezik a bigene-
rikus spacert, amelyek hidrolitikusan stabil, kovalens
tioéterkotéseket tartalmaznak, és amelyek kovalens ko-
téseket (igy péladul hidrolitikusan labilis €szter- vagy
amidkotéseket) alkotnak a makromolekulakkal, a PRO
és Pn-Ps molekulakkal. Az A—E—S-B altalanos kép-
let(i spacerben S jelentése kénatom, és E jelentése egy
tiofilcsoport transzformacids terméke, amely a tiolcso-
porttal lett reagaltatva, és amelyet a kdvetkez6 képlettel

irunk le:
(0]
Q
—C(CH,) N
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~CCH—
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amely képletben R jelentése H vagy CHj, és P értéke
1-3, tovabba A jelentése
WH
Il
—-CN(CH,),, Y(CH,),—NH-,
amely képletben W jelentése O vagy NH, m jelentése
0—4, n jelentése 0-3, és Y jelentése CH,, O, S, NR’ ¢és
CHCO,H, ahol R’ jelentése H vagy 1-2 szénatomos
alkilcsoport, oly modon, hogy ha Y jelentése CH,, ak-
kor m és n értéke nem lehet 0, és ha Y jelentése O vagy
S, m jelentése nagyobb, mint 1 és n jelentése nagyobb,
mint 1, tovabba B jelentése
—(CHy),CH(CH,)D~
| O
Z [
ahol q értéke 0-2, Z jelentése NH,, CHCOR’, COOH
vagy H, ahol R’ és p jelentése azonos a fentickben
megadottal, és D jelentése
0 HO 0]
l |l Il
C, NR’ vagy N-C(CH,),C csoport.
Az A’—S-E’-B’ altalanos képletl spacerben S je-
lentése kénatom, A’ jelentése
w
I
—CNH(CH,),R*’ -
ahol a értéke 1—-4 és R’ jelentése CH, vagy
HOY”’
L1l
NCCH(CH,),,
ahol Y’ jelentése NH, vagy NHCOR’, és W, p és R’
jelentése azonos a fentiekben megadottakkal, tovabba
E’ jelentése egy tiofilcsoport transzformacios terméke,
amelyet egy tiolcsoporttal reagaltatunk, és amelyet
R
|
—CH- altalanos képlettel irunk le, ahol R jelentése azo-
nos a fentickben megadottal, tovabba B’ jelentése

~CO- vagy E’ jelentése
/éN—
|

0}

o

I
és B’ jelentése —(CH,),C—, ahol p értéke 1-3. Tovabba
az A~E-S-B és A’-S—E’-B’ spacer csoportokbdl az
E-S-B és A’—S—E’ tagok mennyiségileg és mindségi-
leg is meghatarozhatok, kimutatva ezzel, hogy a kon-
jugatumban 1év6 kotés, ami a kovalens médon modosi-
tott poliszacharidbél szdrmazé tioéter-kén oldalt koti
ossze, a funkcionalizalt (helyettesitett) proteinbdl szar-
maz6 spacer oldallal, kovalens kotés.

A taladlméany szerinti Pn-Ps—A-E-B-PRO konju-
gatumok olyan spacereket tartalmazhatnak, amelyek
komponensei tébbek kozott példaul a kvetkezd szarma-
zékok: szén-dioxid, 1,4-butin-diamin és S-karboxi-me-
til-N-acetil-homocisztein; szén-dioxid, 1,5-pentin-di-
amin és S-karboxi-metil-N-acetil-homocisztein; szén-di-
oxid, 3-oxa-1,5-pentin-diamin és S-karboxi-metil-N-
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acetil-homocisztein; szén-dioxid, 1,4-butan-diamin és S-
karboxi-metil-N-acetil-cisztein; szén-dioxid, 1,3-pro-
pan-diamin és S-karboxi-metil-N-benzoil-homocisztein;
szén-dioxid, 3-aza-1,5-pentdn-diamin és S-karboxi-me-
til-N-acetil-cisztein; szén-dioxid, 1,2-etan-diamin, glicin
¢és S-(szukcin-2-il)-N-acetil-homocisztein.

A taldlmany szerinti Pn-Ps—A’-S-E’-B’-PRO
konjugatumok olyan spacercket tartalmazhatnak, ame-
lyek komponensei a kovetkezd szdrmazékok, példaul:
szén-dioxid és S-karboxi-metil-ciszteamin; szén-dioxid
és S-(o-karboxi-etil)-ciszteamin; szén-dioxid és S-kar-
boxi-metil-homociszteamin; szén-dioxid, S-(szukcin-2-
il)-ciszteamin és glicin; szén-dioxid és S-karboxi-metil-
cisztein.

B) Eljdaras uj Pn-Ps intermedierek és Pn-Ps—PRO

konjugdtumok elédllitésara

A kovetkez6 ismertetés soran az alabbi lépéseket
kiilénboztetjikk meg:

1. Poliszacharid eléallitasa

a) A nyers pneumococcus poliszacharid, Pn-Ps izo-
lalasa
A nyers Pn-Ps részleges hidrolizélasa vagy me-
chanikai hasitasa
¢) A részlegesen hidrolizalt Pn-Ps méret és tiszta-

sag szerinti frakcionalizalasa
II. Konjugalads
a) A frakcionalt Pn-Ps funkcionalizalasa a Pn-Ps*
elektrofil vagy nukleofil reagens kialakitasara,
elénydsen 100 Pn-Ps oligoszacharid ismétlddé
egységre szamolva 21 reakcioképes brom-acetil
reakcidcsoportot visziink be
Az immunogén protein (PRO), elénydsen a
Neisseria meningitides B OMPC vagy ennek al-
egységének izoldlasa
¢) A PRO funkcionalizalasa a PRO* nukleofil
vagy elektrofil reagens kialakitasara, elény6sen
OMPC-t vagy annak alegységét, igy példaul
MIEP-t alkalmazunk a reakcioképes szulfhidril-
rész kialakitasara
Az el3z8 a) pont szerint elGallitott Pn-Ps* poli-
szacharid konjugalasa a c) 1épés szerint eldalli-
tott PRO* proteinnel

e) A Pn-Ps—PRO konjugatum kezelése (burkolisa)

a maradék funkcionalis csoportok eltavolitisara

f) A konjugatumtermék izolalasa

Ia) A nyers pneumococcus poliszacharid, Pn-Ps izo-

lalasa

A pneumococcus kapszularis poliszacharidok kémi-
ailag és antigén szempontbdl kiilsnboznek egymastdl
az adott kapszularis poliszacharid szerotipus oligosza-
charid ismétlédé egységeinek Osszetételétdl €s kapcso-
lasi modjatol fiiggBen. Az adott poliszacharid fizikai
jellemz6itd] fliggden tehat a poliszacharidok izolalasat
némiképpen kiilonbozéképpen kell végezni. Altaldban
azonban a baktériumot tenyésztjik, a Pn-Ps-t ismert
modszerek szerint kinyerjiik [lasd 3. példa és Williams,
C. A. és M. W. Methods in Immunology and Immuno-
chemistry, L. kétet, Academic Press (1967)], mig magu-
kat a patogéneket az ATCC-bSl szerezziik be. Roviden,
nagy mennyiségl baktériumtenyészetet készitiink az al-
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kalmas, a szakteriileten a pneumococcus tenyésztésére
alkalmas tapkozegében, majd egy baktericid anyagot,
igy példaul fenolt vagy toluolt adagolunk hozza az or-
ganizmus elpusztitdsara (3. példa).

Ezutan a poliszacharid alkoholos frakcionalasat két
lépésben végezziik. Az elsé 1épésben alacsony alkohol-
koncentraciot alkalmazunk a celluliris tormelék és mas
nemkivénatos szennyezés kicsapasara, mig a nyers Pn-
Ps oldatban marad. Ezutan meghatarozott koncentracio-
ban vizzel elkeverhetd alkoholt adagolunk, ami kicsapja
a kapszularis poliszacharidokat, mig a tovabbi szennye-
z6dések a feliiluszo folyadékban maradnak. Ezutan vizes
kozegben a csapadékot ismételten szuszpendaljuk, majd
eltavolitjuk a szennyezd proteineket és nukleinsavakat
ismert modszerek szerint, igy példaul nukleazos vagy
proteolitikus emésztéssel vagy olddszer extrakcidval.
A nyers poliszacharidot kinyerjiik az alkoholos precipi-
tatumbol, majd szaritjuk, amikor is por formaban nyer-
jiikk a nyers Pn-Ps poliszacharidot (3. péida).

1b) A nyers Pn-Ps részleges hidrolizise vagy mecha-

nikai hasitasa

Lényegében a fentiekben leirtak szerint (lasd még 3.
példa is) nyers poliszacharidot llitunk eld, és ezt alkal-
mazzuk nem konjugélt formaban a pneumococcus vakci-
nak kialakitdsdhoz, amelyeket felndtteknek €s 2 éven fe-
liili kora gyermekeknek adagolunk. Az eljarassal uj, rész-
legesen hidrolizalt, tisztitott Pn-Ps terméket nyerlink,
amelynek egyediilallo és meghatarozott kémiai és fizikai
tulajdonsagai vannak (lasd 2. tiblazat), és alkalmas a
konjugatum vakcina elballitasara. A nyers Pn-Ps méreté-
nek redukélasa megkonnyiti a kovetkezd tisztitasi 1€pést,
amelynél nagy tisztasagi Pn-Ps terméket nyeriink. To-
vabba a talalmany szerinti Pn-Ps alkalmazéasaval a kon-
jugatumok el6allitasanal a konjugécids 1épést sokkal ha-
tasosabban tudjuk végezni. Ennek oka, hogy a nyers poli-
szacharid vizes oldata altalaban igen viszkézus, rosszul
oldédik, és a kapott konjugatumok nagymértékben oldha-
tatlanok, és nem sziirhetGk. Ebben az esetben a konjuga-
ci6s miiveletet igen nehéz elvégezni, és a konjugatum-ki-
hozatal alacsony. Tovabba a végs6 termékbdl a nem kon-
jugalt Pn-Ps eltavolitasat megkonnyithetjiik, ha a Pn-Ps
el6konjugatum mérete, viszkozitdsa csdkkentett, és az
oldhatosaga jobb. Ez azért fontos, mert a konjugétum-
készitményben a Pn-Ps jelenléte megneheziti az adagolni
kivant konjugatum sziikséges d6zisinak meghatarozasat,
és mivel a konjugalt Pn-Ps az, amelynek szignifikéns
T-sejt stimulal6 hatasa van, a nem konjugalt Pn-Ps jelen-
léte rontja az immunolégiailag relevans Pn-Ps hatasat.

A fentiek szerint el6allitott szaraz, nyers, kapszu-
laris poliszacharidot példaul anioncserélé vagy mas
egyéb kromatografias eljarassal tisztithatjuk a részleges
hidrolizis el8tt vagy utan, mint azt példaul a 6. példdban
bemutatjuk a Pn14-Ps esetében. A kromatografids ad-
szorpcio-deszorpeid miiveletet vagy pozitiv, vagy nega-
tiv modon alkalmazzuk. A pozitiv médozatnal a Pn-Ps-t
adszorbedljuk a gyantdhoz, és a szennyez8déseket az
oldatban hagyjuk, amelyeket azutan a Pn-Ps deszorp-
ci6jat megelGzben mosassal eltavolitunk. A negativ
modozatnél a szennyezddéseket adszorbedljuk a Pn-Ps-
oldatbél, majd eldobjuk, és ily modon a Pn-Ps-t nyerjiik
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tisztdn az oldatban. Egy méds modszer szerint a Pn-Ps
poliszacharidot kdzvetleniil részleges, termikus hidroli-
zisnek is alavethetjik (lasd 4. példa, Pn6B-Ps) vagy
ultrahangos hidrolizisnek is alavethetjiik (l4sd 6. példa,
Pn14-Ps). Mas hidrolitikai modszerek, igy példaul keé-
miai, enzimatikus vagy fizikai (példaul nagynyomasu
cellaban) szintén alkalmazhatok.

A részleges hidrolizist meghatérozott hémérsékleten
végzett kezeléssel végezziik vizes kdzegben, elénydsen
50-110 °C hémérsékleten 1-48 6ran 4t. Mas modszer
szerint, amikor meghatdrozott, nagy energiaju ultrahan-
gos kezelést alkalmazunk, a kezelést 5 mp és 5 perc ko-
z6tti ideig végezziik, majd annyiszor megismételjitk
kozbeiktatott hitési periddusokkal, amennyi sziikséges
ahhoz, hogy a kivéant viszkozitdst vagy Ky végpontot
elérjiik. Az ultrahangos hidrolizises eljards eldnydsebb a
termikus hidrolizissel szemben a komplex szerkezetd
poliszacharidok (lasd alabb) esetén. A poliszacharidok
parcialis hidrolizisére ismert mas egyéb modszerek szin-
tén alkalmazhatok. fgy példaul végezhetiink meghatéro-
zott kémiai hidrolizist is savval vagy endolitikus enzi-
mes kezelést vagy fizikai hasitast egy keverémalomban,
a Pn-Ps atlagos lanchosszsaganak csdkkentésére.

Egy el8ny6s kiviteli modnal a Pn-Ps poliszacharidot
fizikai nyirasnak vetjiik ald egy homogenizal6 berende-
zésben valo atvezetéssel 0 °C és 30 °C kozotti hdmér-
sékleten, 2140 és 16 100 x 105 Pa nyomas kozotti nyo-
mason, amikor is meghatarozott Pn-Ps terméket nye-
riink, amelynek méretjellemz8i, polidiszperzitasa és
antigenicitasa a kivant értékd (lasd 10. példa).

A hidrolizis végpontjat, amelyet az oldat viszkozita-
sinak mérésével vagy nagy teljesitményl méretkizara-
sos kromatografiaval kovetiink, minden poliszacharid
esetében féliizemi méretben elére meghatérozunk, és ez
olyan, hogy a poliszacharid antigenicitisa nincs befolya-
solva. Mint mér fent is emlitettiik, egy olyan képesség,
amely az antipneumococcus fajtaspecifikus antitestek
nem kisebb, mint 70%-os mértékben valé kotését jelenti
anyaghoz viszonyitva, kielégit6. Nem kell azonban kii-
16n mondani, hogy a lényegesen alacsonyabb My és My,
értékli vagy molekulanként lényegesen kevesebb ismét-
16d6 egységet tartalmazo6 Pn-Ps poliszacharidok (II. tab-
l4zat) nem hozhatdk létre az eljérdssal, és hogy az olyan
Pn-Ps poliszacharidok, amelyek esetleg nem reagalnak a
fenti 70%-o0s, nefelometrids vizsgalattal megallapitott
hatarértékek felett, immunogének lehetnek allatok eseté-
ben konjugalas esetén. Ez azt jelenti, hogy a fajtaspe-
cifikus anti-Pn-Ps antitestek kotésére vonatkozo, elfo-
gadhaté mértékid kotésképesség nélkiil is az alacsony
molekulatémegl Pn-Ps poliszacharidok konjugalt for-
maban felismerhetdk az emlds immunrendszer altal, és
j0 fajtaspecifikus antipneumococcus valaszt képesek 1ét-
rehozni. Ebben az értelemben az ,,antigén” kifejezést az
»immunogén” meghatirozassal helyettesitjilk, mivel eza
megfeleld kritérium egy adott Pn-Ps készitmény elfo-
gadhatdsagara vagy nem elfogadhatoésigara. A gyakor-
latban azonban alkalmasabb hasznélni az in vitro anti-
genicitas paramétert az in vivo immunogenicitas para-
méter helyett az eljaras ellendrzésére.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

11

Altalaban ugyanazon méretcsokkentési eljaras alkal-
mazhat6 a legtdbb poliszacharid esetében. Azonban mig
a Pn6B-Ps megtartja antigenicitdsat hosszantartd termi-
kus méretredukcio esetén is, a Pn23F-Ps elvesztheti szer-
kezeti integritast (eltavolitddik a glicerin-foszfat-oldal-
lanc), ily médon ezen esetben sokkal enyhébb méretre-
dukciodt kell végezni ultrahangos kezeléssel vagy fizikai
hasitassal. Kiilonb6zd okokbol kifolyélag a fizikai hasi-
tas, igy példaul a Gaulin-homogenizatorban végzett mi-
velet az elény6s modszer. El6szor is ez a modszer nagy-
lizemi méretekben is alkalmazhatd. Masodszor, az ultra-
hangos vagy termikus hidrolizises eljaras altalaban sziik-
ségessé teszi a hidrolizalt Pn-Ps utolagos frakcionalasat
annak érdekében, hogy a polidiszperzitas értéke 1 és
1,5 értéki legyen. A fizikai hasitasi modszerrel azonban
altalaban olyan Pn-Ps terméket nyeriink, amelynek
polidiszperzitasa az emlitett hataron beliil van tovabbi
frakcionalas nélkiil, bar egy frakcionalasi miveletet al-
kalmazhatunk annak érdekében, hogy a tisztasagot novel-
Jik, és sziikség esetén a CP-szennyezést csokkentsiik.
Harmadszor, a fizikai hasitasi modszer nagyobb reprodu-
kalhatésagot biztosit barmely adott Pn-Ps esetében a ter-
mikus vagy ultrahangos hidrolizishez viszonyitva. Ne-
gyedszer, a fizikai hasitasi modszer esetében kapott Pn-Ps
termékek egy adott méretnél nagyobb antigenicitast mu-
tatnak, mint az azonos méretd, de ultrahangos vagy ter-
mikus hidrolizissel nyert Pn-Ps termékek.

A viszkozitas, amely kapcsolatban all az atlagos Pn-Ps
molekulatomeggel, elonyos abbol a szempontbdl, hogy az
eljarasi miveletek alatt jelezziik, és konnyedén kovessiik a
hidrolizis mértékét, és ily médon szabalyozni és korlatozni
tudjuk a méretredukcid mértékét. Kémiailag és fizikailag
nem megkiilonboztethetd Pn6B-Ps és Pn23F-Ps mintakat
allitottunk el6 egyszertien a poliszacharid-méret csokken-
tésével a csokkentést egy meghatarozott viszkozitasvég-
pontig végezve (14sd fenti . tiblazat). Az ilyen eljaras alatt
végzett viszkozitdsmeghatarozas alkalmazhat6 a nyers
poliszacharidok széles valasztékanal, és ily modon lehets-
vé tessziik a hidrolitikus méretcsokkentést a kapott Pn-Ps
poliszacharidok antigén jellemzdinek megvaltozasa nél-
kiil. Mint mdr azt a fentiekben emlitettiik, az antigenicitas
megtartasa konnyen meghatarozhaté, példaul az Ouch-
terlony kettGs diffuzids vizsgélattal, sebességnefelomet-
ridval vagy mas egyéb ismert eljarassal. Az alabbi III.
tablazatban Gsszefoglalunk kiilonb6z6 Pn-Ps készitmé-
nyekkel kapcsolatban meghatéarozott végpont viszkozitas-
natrium-klorid-oldatban hataroztunk meg. Ezek az értékek
hasonléak mas egy€b pneumococcus altipusbol szarmazo
Pn-Ps poliszacharidnal is.

11 tablazat
Viszkozitasértékek nyers és hidrolizalt Pn-Ps
minték esetén

Pn-Ps altipus Viszkozitas n’yers Klval’lt viszkozitas-
Pn-Ps esetén végpont, cSt
Pn4-Ps 1,8 1,5-1,00
Pn6B-Ps 1,4 1,3-1,00
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HI. tablazat (folytatas)

ropsaips | Vil | it e
Pn9V-Ps 1,4 1,3-1,00
Pnl4-Ps 1,2 1,1-0,95
Pn18C-Ps 2,0 1,5-1,00
Pnl19F-Ps 1,4 1,3-1,00
Pn23F-Ps 1,6 1,5-1,00

Bizonyos pneumococcus poliszacharidok esetében
elényds egy tovabbi tisztitasi 1épést, példaul egy ioncse-
1és tisztitast beiktatni a részleges hidrolizist megel6z6-
en vagy az utdn. A Pnl4-Ps esetében ezt a 1épést példa-
ul Whatman DES2 gyantan végzett szakaszos adszorp-
ciéval végezziik, amikor is az anionos szennyezddése-
ket tavolitjuk el a részleges, ultrahangos hidrolizis el6tt.
A semleges poliszacharidot az enyhén savas pH-ju ko-
zegbdl a feliiluszo frakcidként nyerjiik ki, és ez kdzvet-
leniil alkalmas a hidrolizisre.

A Pn6B-Ps készitmények molekulatomeg-értéke
900 kilodalton (kD) a méretredukcios mivelet és frak-
cionalas el6tt és koriilbeliil 300 kD utana. Pn23F-Ps
esetében a megfeleld értekek 1000 kD vagy tobb a mi-
velet elBtt és 4—500 kD utana. gy a Pn-Ps méretének
csokkentése 500+300 kD értékkel egy megfeleld érték
minden Pn-Ps altipus esetében az eljards ezen fazisa-
ban.

A részlegesen hidrolizalt anyag ismételt kicsapasa
teszi az anyag kinyerését és tovabbi tisztitasat, mint azt
a kovetkezd c) pontban ismertetjiik.

Ic) A részlegesen hidrolizalt Pn-Ps méret és tiszta-

sag szerinti frakciondldsa

A Pn-Ps készitmények polidiszperzitisa nemcsak a
kiilonbozé altipusit Pn-Ps poliszacharidok lanchosszi-
sagat jelzi, hanem jelzi, hogy csoportspecifikus C-poli-
szacharidok vagy mas egyéb szennyezddések jelen van-
nak-e még a Pn-Ps készitményben. Mint mar emlitet-
tilk, a maradék C-poliszacharid-szennyezddések nem
eldnydsek, és Osszefiiggésben lehetnek hatranyos im-
munvalaszokkal.

Az atlagos poliszacharid molekulatomeg sziik inter-
valluméanak (csokkentett polidiszperzitas) kivalasztasat
altalaban alkoholban, igy példaul etanolban, el6nydsen
izopropanolban (IPA) mutatott oldhatésagdifferencia
alapjan végezzikk a méretcsokkentés utdn. Ezen kiva-
lasztas alapja az, hogy egy adott Pn-Ps készitmény ese-
tében az alkoholban val6 oldhatdsag forditottan aranyos
a lanchosszasaggal, amely viszont ardnyos a molekula-
tomeggel. Ily modon ezt a miiveletet sikeresen alkal-
mazhatjuk a kiilonb6zé méretli molekuldk mennyiségi
elvilasztasdra, és az elvalasztas sordn nagy homogeni-
tast kapunk. Az eljarasi miivelet kézben az IPA-frakcio-
nalast Ogy végezziik, hogy meghatarozunk egy fél-
iizemi kisérlet sordn egy IPA-intervallumot, amelynél a
Pn-Ps kicsapodik. A kvantitativ Pn-Ps kinyerés érdeké-
ben a frakcionalas jelzésére antitest-irdnyitott Nephe-
losa vizsgalatot alkalmazunk. Ezen intézkedésnek ko-
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szonhetéen a C-poliszachariddal €s csoportspecifikus
poliszachariddal altaldban a legtobb pneumococcus
izolatumnal meglévd szennyezettség 3—20-szoros mér-
tékben csokkenthetd a nyers Pn-Ps készitményekhez vi-
szonyitva. Tovabba a Pn-Ps készitmények molekulamé-
retének polidiszperzitasa egyidejlleg szintén csokken
1-1,4 értékre.

Egy masik médszer a méretcsdkkentett Pn-Ps poli-
szacharid frakcionaldsara a kromatografia, amelynél a
méretcsokkentett Pn-Ps vizes oldatat egy, a megfelels
méreteket bezarni képes gyantaval, igy példaul CL-2B
tipust gyantaval vagy mas alkalmas gyantaval kezeljiik,
amely gyantak képesek magukba zarni, és igy frakcio-
nalni a 200—1000 kD molekulatomegii részeket. A me-
rev, méretbezaré matrixot alkalmazé6 HPSEC egy el6-
nyds modszer a késés csokkentésére és a szétvalasztas
névelésére. Az oszloprol eludlassal elvalasztott frakcidk
szétvalasztasat a viszkozitas, a retencios idé vagy on
line detektalas alapjan végezziik, és ily modon nyerjiik
a Pn-Ps molekuldkat, amelyek a fentiek szerint mar
emlitett kivant jellemzGkkel, igy példaul mérettel, visz-
kozitéssal és tisztasaggal rendelkeznek.

Azok a Pn-Ps készitmények, amelyek esetében egy
tovabbi IPA-val vagy kromatografiaval kivitelezett frak-
cionalast végeztiink, elénydsebben viselkednek a kémiai
kotési 1épésnél, és ily modon reprodukalhatobb jellem-
zOkkel rendelkezé konjugatumokat nyeriink. Jelentds
novekedést tapasztalunk a Pn-Ps poliszacharid tisztasi-
gaban is, kiilonosen a CP-szennyezés mennyisége csok-
kent jelentSs mértékben.

A fentiekben ismertetett mlveleteknek és intézke-
déseknek koszonhetSen eldnyos tulajdonsagh Pn-Ps in-
termediereket allitunk eld, amelyeket a fenti II. tablazat-
ban foglaltunk 6ssze.

Ila) A Pn-Ps funkcionalizdldsa és frakciondlasa a
Pn-Ps* elektrofil vagy nukleofil reagens eléalli-
tasa érdekében, amely elénydsen 10—40 reak-
cioképes brom-acetil-csoportot tartalmaz
100 Pn-Ps monomer egységre szamolva

Az el6z6 Ic) 1épésnél nyert Pn-Ps elegendéen homo-
gén, és fokozott oldhatosaggal és csokkent viszkozitas-
sal rendelkezik, amely alkalmassa teszi a konjugalasra.
A poliszacharidok és mas egyéb molekulak konjugala-
sara szamos eljaras és modszer ismert a szakteriileten.
Az itt ismertetésre keriild modszer csupan egyike az
alkalmazhat6 lehetséges eljarasoknak, amellyel az vj,
részlegesen hidrolizalt és frakcionalt Pn-Ps intermedie-
reket konjugatumokka alakitjuk, és ily modon ezt sem-
miképpen nem tekintjiik korlatozénak. A bigenerikus
spacer eljarast ismertetik Marburg, S. és munkatarsai
[4 695 624 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras; J. Am. Chem. Soc., 108, 5282 (1986)],
amely egy el6nyds modszer a frakcionalt és méretcsok-
kentett Pn-Ps immunogén proteinnel valé konjugélasa-
ra. A Pn-Ps-t funkcionalizaljuk, azaz elektrofil vagy
nukleofil csoportokat visziink be. A kapott Pn—Ps* ily
modon képes egy szintén funkcionalizalt PRO* protein-
nel valo reagalasra. A taldlmany szerinti eljards maga-
ban foglalja a nukleofilek vagy bisznukleofilek kiva-
lasztasat is, amelyek reagélni fognak az aktivalt poli-
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szacharidokkal, igy kovalens mddositasa, lelogo elekt-
rofil oldallancokat vagy tiolcsoportokat tartalmazé poli-
szacharidokat képezve, és ezaltal kikiiszobolve azt,
hogy sziikség legyen a bisznukleofil-modositott poli-
szacharidok tovabbi funkcionalizalasara azoknak a ko-
valensmoédositasu proteinekkel valo reagéltatasa el6tt.
A proteinek funkcionalizaldsat végezhetjiik egy vagy
tobb 1épésben is a reagensek megvalasztisatol fliggden.

Ha a megfeleléen funkcionalizalt Pn-Ps méretét mar
csokkentettilkk, a frakciondlt Pn-Ps molekulat elészor
olddszerben oldani kell, és oldészerként olyant alkal-
mazunk, amely nem befolyésolja a funkcids csoportok
bevitelét. Mivel a hidroxilcsoport az, amelyet leggyak-
rabban alkalmazunk a Pn-Ps molekulaknal bevitelre, a
Pn-Ps viztartalmanak eltavolitasa igen kritikus 1épés.
A savas Pn-Ps hidrogének hidrofob kationnal, igy pél-
déul tetra- vagy tributil-ammonium-kationnal valo he-
lyettesitése lehetové teszi, hogy a Pn-Ps molekula nem-
vizes oldészerben, igy példaul DMSO-ban vagy DMF-
ben is oldodjon. Természetesen nincs sziikség ilyen
helyettesitésre semleges Pn-Ps molekuldk esetében
(példaul Pn14-Ps vagy Pn7F-Ps). Nemvizes oldatban, a
Pn-Pst-t reagaltathatjuk valamely biszelektrofil rea-
genssel, igy példaul karbonil-diimidazollal, amikor is
imidazolil-diuretint nyeriink. A 100 Pn-Ps monomer
egységenkénti funkcids csoportok szdmat ezen pontnal
szabalyozzuk a karbonil-diimidazol meghatarozott
mennyiségének adagolasdval, ami moélmennyiségben
szdmolva az 6ssz Pn-Ps molekula Y%-6d része, igy atla-
gosan koriilbeliil az Gsszes Pn-Ps monomerbd] csak
1040 lesz derivatizalva. Az igy kapott molekulak ér-
zékenyek a nukleofil szubsztitiiciora, akar i) cisztamin-
dihidrokloriddal végezve, amely lehet6vé teszi a nuk-
leofil Pn-Ps*-szdrmazékok kialakuldsat, vagy ii) 1,4-
butin-diaminnal végezve, amely elektrofil Pn-Ps*-szar-
mazékok kialakuldsat teszi lehetévé [4 695 624 szamu
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiras, Mar-
burg és munkatarsai, J. Am. Chem. Soc., 108, 5258
(1986)].

Az utébbi idében felismertiikk, hogy néhany savas
pneumococcus poliszacharid, igy példdul a Pn9V-Ps,
Pn4-Ps, Pnl-Ps, Pn5-Ps és a Neisseria meningitidis B
vagy C poliszacharidok szabad karboxilcsoportokat, va-
lamint szabad hidroxilcsoportokat tartalmaznak, ezek
konjugiciés kémisja némiképpen kiilonbozik a semle-
ges poliszacharidokétol vagy az olyan poliszacharido-
kétol, amelyek a jelenlévd foszfor-diészter-kotések ré-
vén anionos jellegiiek, mint példaul a poli(ribozil-ribitol-
foszfat). Altaldban a karboxildtmentes poliszacharidok
konjugacios reakcidja ugy megy végbe, hogy a szabad
poliszacharid-hidroxil-csoportok uretdnkdtésekké ala-
kulnak, azaz a Pn-Ps—OH-bol Pn-Ps—O—C—-N-Ra lesz,

I

O H
amely képletben Re jelentése azt az atomléncot jelenti,
amely a poliszacharidot a proteinhez kapcsolja. Ugyan-
akkor a karbonsavtartalmii poliszacharidok esetében,
mint példdul a Pn9V-Ps, amely gliikuronatot tartalmaz
vagy a Pn4-Ps esetében, amely piruvétcsoportot tartal-
maz, a reakcid a kovetkezGképpen megy végbe:
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0 OH
Il 1

Pn-Ps—C—OH—Pn-Ps—-C—N-R2
ahol R jelentése szintén a proteinhez kapcsolddé poli-
szacharidlanc utolsé tagja.

Azt figyeltiik meg, hogy az uretan észtercsoportja
vagy nem alakul ki a karbonsavat tartalmazé polisza-
charidon, vagy még egy egyszerd amidkotés képzédik
ezen a helyen. A konjugacids reakcio gyorsabban megy
végbe a karbonsavcsoport jelenlétének koszonhetden.

Miutan igy gondoljuk, hogy a karbonsavcsoport je-
lenléte fontos tényezd az antenigenitas és immunogeni-
tds szempontjabol, az anionos poliszacharidok ezen
csoportjanal a konjugaciods reakciot gondosan ellendriz-
ni kell. A végs termékben szitkséges nagy poliszacha-
rid/protein aranyt szembe kell helyezni az antigén in-
tegritds megtartasanak sziikségével. Ezt ugy biztositjuk,
hogy behataroljuk a kezdeti karbonil-diimidazol kézve-
titett aktivald anyag mennyiségét. Ha mar az amid ki-
alakult, a kovetkezé 1épés, amelynél a cisztamin-diklo-
ridot vagy az 14-butin-diamint alkalmazzuk, mar a
fentiek szerint mehet végbe.

Maés moddszernél a karboxilcsoportot reverzibilisen
védhetjiik, majd az alkalmazott trimetil-szilil-csopor-
tot vagy mas hasonlé védScsoportot eltavolitjuk eny-
he alkalikus kériilmények kozott, vagy pedig 2,4-di-
metoxi-benzil-észtert alkalmazunk, amely savérzé-
keny. Ebben az esetben a konjugécios reakcié ismert
moédon megy végbe a poliszacharid hidroxilcsoportjan
keresztiil.

1. Nukleofil Pn-Ps* eléallitasa

A karbonil-diimidazollal aktivalt, méretcs6kkentett
és frakcionalt, fentiek szerint elBéllitott Ps-t vizes vagy
mas oldoszeres oldatban reagaltatjuk valamely, példaul
a4 695 624 szami amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirdsban ismertetett reagenssel. Elénydsen
cisztamin-dihidrokloridot alkalmazunk. Ezutdn a feles-
leges cisztamint eltavolitjuk, ditio-treitollal vagy ditio-
eritreitollal redukaljuk, amikor is nukleofil szulthidril-
csoporttal funkcionalizalt Pn-Ps-t nyeriink. Az igy ka-
pott Pn-Ps*-szarmazék reakcioba képes 1épni egy elekt-
rofil PRO* proteinnel, példaul egy olyan proteinnel,
amely lelogé brom-acetil-csoportokat tartalmaz.

2. Elektrofil Pn-Ps* eldallitasa

A karbonil-diimidazol-aktivalt, méretcs6kkentett
és frakcionalt Pn-Ps poliszacharidot vizes vagy mas
oldoszeres kozegben, példaul a 4 695 624 szamu ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban ismer-
tetett reagensekkel, elényosen példaul 1,4-butdn-di-
aminnal (BuA,) reagaltatjuk. Ezt kovetSen a kapott
Pn-Ps—BuA,-t B-nitro-fenil-brom-acetattal vagy mads
hasonlé reagenssel acilezziik, igy nyerjik a Pn-Ps—
BuA,~BrAc elektrofil szarmazékot, amely képes a
nukleofil PRO* proteinnel, azaz egy szulfhidrillel mo-
dositott proteinnel reagdlni. A derivatizélas mértékét
NMR-analizissel mérjik, és Osszehasonlitjuk az 1,4-
butin-diamin integralst egy alkalmas monoszacharid
alkotott jelével, igy példaul a metil-ramnozéval. A de-
rivatizalas elényds mértéke 10—40%, kiilondsen eld-
nyosen 20%.
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1Ib) Az immunogén protein (PRO), elényésen a
Neisseria meningitidis B OMPC vagy ennek al-
egységeének izolaldsa

A proteinrész immunfokozoként kell, hogy visel-
kedjen. A protein kivalasztasanal el kell keriilni azo-
kat, amelyek a resipiens immunvalaszat nem specifi-
kusan aktivaljak (reaktorgenitds). A 4 695 624 szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban
Neisseria meningitidis-b8] szarmazé kiilsé membran-
protein-komplexet (OMPC) alkalmaztak poliszacha-
rid-protein konjugatumok el$allitdsdhoz. Az OMPC
alkalmasnak bizonyult a jelen taldlméany szerinti meg-
oldasnal is, bdr més immunogén proteinek, igy pél-
daul a tetanusz- vagy diftéria-toxoid vagy pertusszi-
nogén szintén alkalmazhato.

Kiilonb6zd méodszerek ismertek az OMPC Gram-ne-
gativ baktériumoktdl valé elvilasztisira [Frasch és
munkatarsai, J. Exp. Med., 140, 87 (1974); Frasch és
munkatarsai, J. Exp. Med., 147, 629 (1987); Zollinger és
munkatarsai, 4707 543 szami amerikai egyesiilt 4lla-
mokbeli szabadalmi leiras (1987); Helting és munkatar-
sai, Acta Path. Microbiol. Scand. Sect. C, 89, 69 (1981);
Helting és munkatarsai, 4271 147 szam\ amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leiras].

A talalmaény szerinti megoldasnal felhasznalsra ke-
rild6 OMPC-t az 1. példaban leirtak szerint nyerjiik. Ezen
tilmenden el6nyds még a protein alegység is, amelyet az
proteineket kodolé anyag rekombinans expresszidja ré-
vén nyeriink, kiilonosen elény6s a f6 membranprotein,
amelyet mitogén indukcios proteinként (MIP) vagy {8
immunondveld proteinként (MIEP) is emlitiink. Ezen
alegység proteinek elGallitasara szolgdld egyik eljarast
ismertetik példaul az 555978, 55329, 555204 és
639457 szami amerikai egyesiilt allamokbeli szabadal-
mi bejelentések 2., 16-23. példaiban.
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lic) A PRO funkcionalizdldsa a nukleofil vagy
elektrofil tulajdonsdgit PRO* eldallitasdra, el-
nyosen az OMPC vagy annak alegység protein-
Jébe reakcioképes szulfhidrilcsoportok bevitele
Az el6z6 IIb) pont szerint izolalt PRO-t funkcio-
nalizaljuk, azaz elektrofil vagy nukleofil csoportokat
visziink be. Az igy kapott PRO* képes az ellentétesen
funkcionalizalt Pn-Ps* poliszachariddal, amelyet a Ila)
pont szerint allitunk el6, reakcidba lépni.
1. Elektrofil PRO*-szarmazék eldallitisa
Az izolalt PRO-t, igy példaul a Neisseriabdl szarma-
z6 OMPC-t vagy az OMPC-b8l szarmaz6 MIEP-t elg-
ny6sen példaul N-(brém-acetil)-6-amino-kapronsav-p-
nitro-fenil-észterrel reagaltatunk, amely a PRO protein
lizinjének €-aminocsoportjaval képes reakciba lépni.
Az igy kapott brém-acetilezett PRO* reakcidba képes
lépni az el6z6 Ila) 1. pont szerint eléllitott Pn-Ps*
nukleofil szarmazékokkal.
2. Nukleofil PRO*-szarmazékok elGdllitasa
Az izolalt PRO-t, igy példaul a Neisseriabdl szarmaz6
OMPC-t vagy MIEP-t példaul N-acetil-homocisztein-tio-
laktonnal reagaltatunk a protein szulthidrilszirmazékanak
el6allitasara. Az igy nyert nukleofil szarmazék reakcioba
képes 1épni az el6z4 I1a) 2. pont szerint elGallitott elektrofil
Pn-Ps*-al. Az eljaras ezen fazisiban nyert szulthidrilkon-
centracié 0,1 és 0,3 pmol/mg protein kdzotti érték.
1ld) Az elézi Ila) pont szerint nyert Pn-Ps* poli-
szacharid konjugdlasa a Ilc) pont szerint nyert
PRO* proteinnel
Az el6z6ek szerint nyert Pn-Ps* és PRO* reakcid-
képes tagokat reagaltatjuk az ellentétesen aktivalt reak-
ciopartnerekkel, a reagenseket megkozelitSleg 1:1 t6-
megaranyban alkalmazva. A reakcidkeveréket nitro-
géngazzal atoblitjiik, lezarjuk, majd szobah8mérsékle-
ten hagyjuk a reakciot végbemenni kériilbeliil 4 6rin
keresztiil 17 °C és 40 °C hémérsékleten. Példaul a ko-
vetkez6 reakciok mennek végbe:

NHCOCH,

|
Pn-Ps—CNCH,CH,CH,CH,NHCCH,Br + HSCH,CH,CH,CHCO-PRO

OH o
I I

NHCOCH,
I

Pn-Ps—CNCH,CH,CH,CH,NHCCH,SCH,CH,CH,CHCOPRO

amelynél az aktivalt poliszacharidot 4-brom-acetamido-
butil-aminnal reagéltatjuk, majd a kapott aktivalt tagot

14

reagéltatjuk a proteinnel, amelyet el6z8leg N-acetil-
homocisztein-tiolaktonnal reagéltatunk.
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Egy masik reakcio példaul a kovetkezd:

OH HO
[Tl I
Pn-Ps-CNY" ~NCCH, /] + HSCH;CHNHCCH,CH,C-PRO
|
o]
OH HO
Tl T
Pn-Ps-CNY" -~ NCCH, CH,CH, NHCCH,CH,C-FRO
I~
0

ahol Y” jelentése 2—8 szénatomos alkilcsoport, és a
reakcional egy amino-derivatizalt poliszacharidot, ame-
lyet aktivalt maleinimidosavval reagaltatjuk a karboxil-
aktivalt proteinnel, amelyet amino-tiollal amindltunk,
és igy nyerjiik a konjugatumot.

Hasonloképpen reagéltatunk barmilyen kovalens-
modositasu poliszacharidot, amely lelogo tiolcsoportot
tartalmaz valamely bakteridlis eredeti OMPC vagy

20 MIEP proteinnel, amelyek elektrofil csoportokat tartal-
maznak. Ilyen példaul a kovetkezd reakcid:

0] o OH

I I o
Pn-Ps— CNHCH,CH,SH + PRO—CCH,CH,C~N(CH,),NHCOCH,Br—>

OH OH 0 o

Il Il Il Il
Pn-PsCNCH,CH,SCH,CN(CH,),NHCCH,CH,C—PRO

amely reakciondl egy amino-tiollal aktivalt poliszacha-
ridot reagaltatunk egy karboxil-aktivalt proteinnel, ame-
lyet egy diamin monohalogén-acetil-szarmazékaval rea-

galtattunk, és ily modon nyerjiik a konjugdtumot. A ta-
lalmany szerint kiilonosen elényds kotés a poliszacharid
hidroxilcsoportjan keresztiil a kovetkez6:

PRO-N-COCHCH,CH,SCH,CONH(CH;),NHC-O-PnPs

| |
H  NHCOCH,

és a poliszacharid karboxilcsoportjan keresztiil pedig a
kovetkezd:

|
o]

PRO-N-COCHCH,CH,SCH,CONH(CH,), NHC—PnPs

H  NHCOCH,

Ha a feleslegben 1év4 halogén-acetil-csoportok
elektrofil aktivitasat eliminalni sziikséges, a konjugatu-
mot alacsony molekulatdmegi tiollal, példaul N-acetil-
ciszteaminnal reagéiltatjuk. Ezen reagens alkalmazésa
lehetdvé teszi a halogén-acetil-részek mennyiségének
igazolasat is, mivel a képz8dott S-karboxi-metil-cisz-
teamin egyediilallé modon detektalhaté a Spackman,
Moore és Stein-féle modszerrel.

Ile) A Pn-Ps—PRO konjugdtumok kezelése (boritd-
sa) a maradék funkciondlis csoportok eltavolita-
sdra

A maradék elektrofil csoportokat akar a PRO*, akar
a Pn-Ps* esetében a reakcié végén 2—10-szeres mol-
feleslegben — a konjugatummaradék reakcidképes cso-
portjaira szdmitva — alkalmazott reagenssel valo rea-
galtatdssal tavolitjuk el. Ermre a célra példaul egy ala-
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csony molekulatomegili nukleofilt, példaul N-etil-male-
imidet (NEM) alkalmazunk a szabad szulfhidrilek vagy
elektrofilek eltavolitisara, és példaul N-acetil-cisztea-
mint a brém-acetil-csoportok eltdvolitasara.

1If) A konjugalt termék izolalasa

Az utbkezelt konjugitumterméket a nem konjugélt
PRO, Pn-Ps és mas reagensektSl ultracentrifugalassal
vagy szliréssel valasztjuk el. A konjugatumpelletet vi-
zes pufferoldatban reszuszpendaljuk, amely oldat még
detergenst is tartalmaz, igy példaul 0,5% dezoxikolint
és valamely sot, igy példaul 0,1 mol triszt, pH 7-9 és
kortilbeliil 10 mmol EDTA-t a maradd pirogének elta-
volitisara, majd a kapott szuszpenzidt 1-25 ordn &t
szobah8mérsékleten allni hagyjuk. A konjugdtumot is-
mételten pelletezziik, majd szuszpendéljuk vizes puf-
ferban a detergens nélkiil, majd ismételten Gjracentrifu-
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galassal pelletezziik 100000 G mellett, fixalt rotorddlés
mellett koriilbeliil 2 6rant 4t 1-20 °C ko6zotti hémérsék-
leten, majd a kapott anyagot barmilyen ismert egyéb
tisztitasi eljardsnak vetjiik ald, igy példaul gélpermea-
ciés szlirésnek, ioncserés kromatografidnak, gradiens-
centrifugalasnak vagy mas differencialadszorpcios kro-
matogréfidnak, a nem kovalens kétést poliszacharidok
és proteinek eltavolitasara, és sebességnefelometriat,
valamint kovalenciavizsgalatot alkalmazunk a bigene-
rikus spacerekhez (14sd alabb), mint in vitro médszert, a
kivant bioldgiai aktivitas kovetésére.

A reagensek tovabbi elvalasztasat végezhetjiik mé-
retkizarasos kromatografiaval oszlopon vagy igen nagy
méretid, nem oldhato proteinek esetében ultracentrifuga-
last is alkalmazhatunk. A konjugatum steril vizben valo
reszuszpendalasa és korilbeliil 1 napon at 4 °C hmér-
sékleten valo érlelése lehetdvé teszi a tokéletes oldo-
dast, majd ezt kdvetSen alacsony fordulatszamu centri-
fugalassal tudjuk eltdvolitani az oldhatatlan részecské-
ket. A feliiluszd oldat tartalmazza a végterméket, ame-
lyet sterilen sz{iriink, majd vakcinakészitménny¢ alakit-

OH
Il

Jjuk immunoldgiailag hatdsos mennyiség alkalmazasi-
val, majd sterilen livegekbe toltjiik.
A konjugatum analizisét a kovalencia és igy a kon-
jugatum stabilitdsdnak igazolasara Ggy végezziik, hogy
5 a konjugatumot hidrolizaljuk, elénybsen 6 n sdsavval
110 °C hémérsékleten 20 6ran at, majd kvantitative
analizaljuk az egyes, a hidrolitikus stabil spacer cso-
portbodl szarmazo, tioéterkotést tartalmazo aminosava-
kat és a proteint alkoté aminosavakat. A protein amino-
savjainak hozzajarulasat sziikség esetén kikiiszobolhet-
jik a szoban forgd proteinekre vonatkozd megfeleld
aminosav standardok €s a visszamaradé aminosavérté-
kek osszehasonlitasaval, ami a konjugatum kovalencia-
Jjat tikkrozi, vagy pedig a spacer csoport aminosavjat ugy
is szervezhetjiik, hogy az aminosav standardon kiviil-
esének tlinjén az analizis soran. A kovalenciavizsgalat
arra is alkalmas, hogy kimutassa a tisztitisi eljarast,
jelezve a biologiailag aktiv komponensek koncentracio-
janak novekedését. A fentiekben emlitetteknél a kovet-
20 kez6 komponens hidrolizise

10

15

0 NHCOCH,

PsCNCH,CH,CH,CH,NHCCH,SCH,CH,CHCOPRO

S-karboxi-metil-homociszteint eredményez:

NH,
|
HO,CCH,SCH,CH,CHCO,H
a kovetkezé komponens hidrolizise
OH HO o
i1 1L o 0
Pn-Ps-CNY" -NCCH, i H
CH,CH, NHCCH,CH,C- PRO
[ / 2L5
o S
amino-dikarbonsav képz6dését eredményezi:
HO,CCH,CHSCH,CH,NH,
l
HO,C
tovabba a kovetkezé reagens hidrolizise
OH OH O O
Il Il of Il

PsCNCH,CH,SCH,CN(CH,),NHCCH,CH,CPRO

S-karboxi-metil-ciszteinamint eredményez:
H,NCH,CH,SCH,CO,H

a Ps—A—-E—-S—B-PRO-molekula peptidkétésnél és
mas egyéb hidrolitikusan instabil kétéseknél valé hasi-
tés révén. Kromatografias moédszerek, igy példaul
Spackman, Morre és Stein modszere elénydsen alkal-
mazhat6 ezutdn az aminosavalkotok aranyanak megha-
tarozésara.

Az IgG antitestek optimalis termeléséhez sziikséges
az adott antigénre specifikus B- és T-limfocitak miko-
dése. A T-limfocitak nem képesek felismerni a polisza-
charidokat, de képesek elGsegiteni az antipoliszacharid

IgG antitest valaszt, ha a poliszacharid kovalens kotés-
sel kapcsolodik a proteinhez, amelyet a T-sejt képes
felismerni.

C) Vakcinakészitmények és alkalmazasuk

Egy elényds kiviteli modozatnal a konjugatumtermeé-
ket aluminium-hidroxid gélen adszorbealjuk. Ezt példaul
ugy végezzik, hogy Pn-Ps-re vonatkozéan 20 pg/ml
koncentraciéju konjugitum torzsoldatot készitiink, ezt
1:1, 1:5 és 1:10 aranyban steril vizzel higitjuk, majd
ezen mintak megfeleld részét, beleértve a 20 mg/ml torzs-
oldatot is, aluminium-hidroxiddal higitjuk 1:1 ardnyban,
60 amely 0,85 mg/ml Al+3-iont, 1,7 t/tf% NaCl-t és
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100 pg/ml timerozolt tartalmaz. A kapott oldat pH-jat 1 n
natrium-hidroxiddal 7,5-re beallitjuk, és ily modon 10, 5,
2 és 1 pg/ml Pn-Ps-t tartalmazo6 oldatokat nyeriink. Ezen
készitmények 0,1 ml és 0,75 ml k6z6tti dézisai alkalma-
sak a kiilonb6z8 koru és sulyu betegeknek valo adagolés-
ra. Az ily mddon nyert vakcinakészitmények alkalmasak
szignifikans, altipus-specifikus antipneumococcus poli-
szacharid immunvaélasz fokozisara 2—3 honapos majom-
kolykok esetében, Pn6B-Ps—OPMC, Pnl14-Ps—OMPC,
Pn19F-Ps—OMPC és Pn23F-Ps—OMPC esetében. A Pn-
Ps—OMPC konjugatum vakcina esetében még azt is ta-
pasztaltuk, hogy az T-sejtfiiggé athymusos egerek ese-
tében.

A leirdsbol nyilvanvald, hogy mas olyan polisza-
charidok, amelyek a leirasban definialt tulajdonsagok-
kal rendelkeznek, valamint més eljarasok is, amelyek
alkalmasak az ilyen tulajdonsagii Ps poliszacharidok
eldallitasara, felhasznalhatok a talalmany szerinti kon-
jugatumok elGallitasara, amely poliszacharidok eltéréek
az emlitett részlegesen hidrolizalt és frakcionalt pneu-
mococcus poliszacharidoktol. Ezen konjugatumokat
szintén felhasznalhatjuk mas patogén organizmusok al-
tal kivaltott betegségek megelézésére. igy példaul a B
streptococcus csoport, amely az jsziilottek agyhartya-
gyulladasat valtja ki, a Neisseria meningitidis B vagy C,
amely a csecsemdkori agyhartyagyulladast valtja ki
vagy az E. coli, amely el8idézdje a vizeletvezeték-rend-
szer és mas egyéb helyeken bekdvetkezd fertdzéseknek,
szintén alkalmazhat6 poliszacharid forrasként. Ezek a
poliszacharidok, valamint a Pn-Ps és ezek kovalens
konjugatumai tovabbi fontos komponensei kiilonbdzd
vakcinakészitmény kombinacidknak. Az ilyen kombi-
naciok példdul magukban foglalnak immunoldgiailag
hatdsos mennyiségben kiilonb6z6 adjuvansokat, igy
példaul a Freunds- vagy Ribi-féle adjuvansokat vagy
immunomodulator vegyiileteket, igy példaul interleu-
kineket, interferonokat (lasd példdul Market Letter,
1987. november 30., 26-27; Genetic Engineering
News, 1988. januar, 8. kétet, 23) vagy mads tovabbi
immunogéneket. Egy el6nyds kiviteli formandl a ké-
szitmény a talalmény szerinti konjugatum immunologi-
ailag hatidsos mennyiségén tilmenden egy vagy tobb
valamely kovetkezé betegség elleni vakcinat is tartal-
maz: hepatitis B, hepatitis A, nem A, nem B hepatitis,
AIDS, diftéria, szamark6hégés, tetanusz, kanyaro,
mumpsz, rubeola, baranyhimld, gyermekbénulas és
Haemophilus influenzae B. Eldnyds tovabbi vakcinak
példaul a kovetkezSk: PevaxHIB, Recombivax HB, M-
M-R és a trivalens DTP vakcina.

A kovetkez példakkal a korlatozas szandéka nélkiil
a taldlmany szerinti megoldasokat illusztraljuk koze-
lebbrél.

1. példa

Neisseria meningitidis Bl 1 szerotipus 2 OMPC

eléallitasa

A) Fermentdcio

1. Neisseria meningitidis B11 csoport

A Neisseria meningitidis [beszerzése (Dr. M.
Artenstein): Walter Reed Army Institute of Reserach
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(WRAIR), Washington, D.C.] liofilizalt tenyészetét
tartalmazé csévét kinyitjuk, és Eugonbroth-ot (BBL)
adagolunk hozzi. A tenyészetet Mueller Hinton agarra
vissziik, és 37 °C h8mérsékleten 5% CO, mellett
36 oran 4t inkubaljuk, majd a tenyészetet begyijtjiik
10% folozott tejet tartalmazd kozegbe (Difco), majd
alikvot részeket fagyasztunk —70 °C hémérsékleten.
Az organizmust specifikus antiszérummal (WRAIR)
és tipusszérummal (Difco) végzett agglutinacidval iga-
zoljuk.

A masodik passzalds tenyészeteket tartalmazd cso-
veket felolvasztjuk, és 10 Columbia Sheep Blood agar-
lemezekre (CBAB-BBL) csikozzuk. A lemezeket 37 °C
hémérsékleten 5% CO,-tartalomnal 18 éran 4t inkubal-
juk, majd a tenyészeteket 100 ml 10%-o0s f616z6tt tejet
tartalmazé kozegbe gyfijtjiik, 0,5 ml-es alikvot részeket
vesziink, és —70 °C-on megfagyasztjuk. Az organizmu-
sokat specifikus antiszérummal végzett agglutinacidval,
cukorfermentacioval és gramfestéssel azonositjuk.

Az ebbdl a szakaszbol szarmaz6 tenyészeteket tartal-
mazo6 csdveket felolvasztjuk, Mueller—Hinton Broth
tapkozeggel higitjuk, és 40 Mueller—Hinton agarleme-
zekre csikozzuk. A lemezeket 37 °C hémérsékleten 6%
CO,-tartalomnal 18 6ran 4t inkubaljuk, majd a tenyésze-
teket 17 ml 10% folozott tejet tartalmazd kozegben
gytjtjiik, 0,3 ml-es alikvot részeket vesziink, és —70 °C-
on fagyasztjuk. Az organizmusokat gramfestéssel, speci-
fikus antiszérummal végzett agglutinacioval és
oxidazteszttel azonositjuk.

2. A sejtpaszta fermentdldsa és Osszegytijtése

a) Inokulum kifejlesztés

Az inokulumok tenyésztését Neisseria meningitidis
B csoport, G—11-et tartalmazé fagyasztott cs6 (4. sza-
kasz) felhasznalasaval végezziik. 10 Mueller—Hinton
agar ferde tenyészeteket inokulalunk, és hatot koriilbe-
liil 18 6ra elteltével begytijtiink, és ezeket alkalmazzuk
inokumlatumként 3x250 ml Gotschlich-féle élesztd-
dializatumhoz 6,35 pH-ju kézegben. Az ODgq4-értéket
0,18-ra beallitjuk, és addig inkubaljuk, amig az ODg,
értéke 1 és 1,8 kozotti érték lesz. 1 ml ilyen tenyészetet
alkalmazunk ezutan 5x2 l-es Erlenmeyer-lombikok
(mindegyike 1 1 kdzeget tartalmaz, lasd alabb) inokula-
lasara, és a lombikokat 37 °C hdmérsékleten inkubaljuk
200 fordulat/perc mkodésh razéberendezésen. Az OD-
értékeket oranként mutatjuk ki az inokulalast kovetden.
Ily modon 4 | tenyészetet nyertiink, és az ODgg értéke
1,29.

70 literes oltéfermentald: koriilbeliil 4 1 oltotenyé-
szetet alkalmazunk a steril, 70 l-es fermentalé inoku-
lalasara, amely 40 1 komplett eldallitasi kozeget tartal-
maz (lasd alabb). Reakciokoriilmények a 70 l-es fer-
mentalohoz: 37 °C, 185 fordulat/perc, 10 I/perc levegd-
oblitéssel, konstans pH-szabdlyozas pH=7-n¢l 2 orén
at. Ezen eljarasndl a végsé ODgq, értéke 0,7322 6ra
utan.

800 l-es termelSfermentor: koriilbeliil 40 1 oltéte-
nyészetet alkalmazunk a steril 800 l-es fermentor ino-
kulalasara, amely 568,2 1 komplett elGallitasi kozeget
tartalmaz (lasd alabb). A reakcidkoriilmények a kovet-
kezdk: 37 °C, 100 fordulat/perc, 60 /perc levegddbli-



1 HU 216 101 B 2

téssel és pH-szabalyozas pH=7 értéken. Ennél a miive-
letnél az OD-érték 5,58 13 draval az inokulalas utan.
3. Komplett kézegek az Erlenmeyer-lombikokhoz
és 70 és 800 l-es fermentorokhoz :
A frakcio

L-glutaminsav 1,5 g/l
Natrium-klorid, vizmentes 6,0 g/l
Na,HPO,, vizmentes 25¢g1
NH,CI 1,25 g/l
KCl 0,09 g/l
L-cisztein HCI 0,02 g/1

B frakcio (Gotschlich-féle élesztédializatum)

1280 g Difco élesztGextraktumot feloldunk 6,4 |
desztillalt vizben, az oldatot 2 Amicon DC-30 iireges
szalas dializisegységben dializaljuk 3 H10Sm toltet al-
kalmazasaval. 384 g MgSO,- 7H,0-t és 3200 g dextrozt
feloldunk a dializdtumban, és az Ossztérfogatot desztil-
lalt vizzel 15 l-re egészitjiikk ki. A pH értékét natrium-
hidroxiddal 7,4-re beallitjuk, az anyagot sterilizaljuk
0,22 p-os szirén vald atengedéssel, és az A frakciot
tartalmazo6 fermentorba adagoljuk.

Az Erlenmeyer-lombikhoz 1 1 A frakciot és 25 ml B
frakciét keveriink 6ssze, és a pH értékét natrium-hidro-
xiddal 7-7,2 kozotti értékre beallitjuk.

A 70 l-es fermentorhoz 41,8 1 A frakci6t és 900 ml
B frakciot adagolunk, és a pH értékét natrium-hidroxid-
dal 7-7,2 kozotti értekre beallitjuk.

A 800 l-es fermentorhoz 553 1 A frakciot és 151 B
frakciot elkeveriink, és a pH értékét 7,1-7,2 kozotti ér-
tékre beallitjuk natrium-hidroxiddal.

b) Begyijtés és inaktivalas

A fermentacids miivelet befejezése utan fenolt ada-
golunk egy kiilon tartalyba, amelyhez ezutan a sejt-his-
levest adagoljuk, ily mddon koériilbeliil 0,5%-o0s végsd
fenolkoncentraciot kapunk. Ezt az anyagot ezutan szo-
bahdmérsékleten tartjuk enyhe keverés kozben, amig a
tenyészet tovabb mar nem élI6 (korilbeliil 24 6ra).

¢) Centrifugalas

Koriilbeliil 24 6ra utin 4 °C hémérsékleten 614,4 1
inaktivalt folyékony tenyészetet centrifugalunk Sharples
folyamatos aramlasos centrifuglassal. A kapott sejt-
paszta tomege a fenolos kezelés utan 3,875 g. A fenollal
inaktivalt fermentacios levet diaszliréssel gyijtjiik be,
mint azt késébb ismertetjiik.

B) OMPC-izolalas

1. lépés

Koncentralas és diasziirés

A fenollal inaktivalt tenyészetet koriilbeliil 300 1-re
téményitjlik, és sterilen desztillalt vizzel 0,2 pm-es lire-
ges, szalas sz{ird alkalmazasaval (ENKA) diaszirjiik.

2. lépés

Extrakcio

A betéményitett, diasz(irt sejtekkel azonos térfogati
2X TED-puffert adagolunk (0,1 mol TRIS, 0,01 mol
EDTA-puffer, pH 8,5, 0,5% natrium-dezoxikolat).
A szuszpenziot egy szabalyozott hémérsékletd tankba
vissziik az OMPC extrakci6ja céljabol, és 56 °C hémér-
sékleten 30 percen at keverjiik. Az extraktumot ezutan
koriilbeliil 18 000 fordulat/perccel Sharples folyamatos
aramlasos centrifugaban centrifugéljuk koriilbeliil
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80 ml/perc dramlasi sebesség mellett 4 °C hdmérsékle-
ten. A kapott viszkézus feliilusz6 folyadékot ezutan el-
valasztjuk, és 4 °C hémérsékleten taroljuk. Az extrahalt
sejtpelleteket a fentiek szerinti TED-puferre] ismételten
extrahdljuk. A feliiliszo folyadékot Osszegyijtjiik, és
4 °C-on taroljuk.

3. lépés

Betémeényités ultrasziiréssel

Az Osszegyljtott extraktumokat egy szabalyozott
hémérsékleti edénybe adagoljuk, amelyet egy AG-
Tech 0,1 um poliszulfon sziir6h6z kapcsolunk. Az ext-
raktum hémérsékletét a tartalyban 25 °C hémérsékleten
tartjuk az egész betoményitési 1épés alatt. A mintat 10-
szer tdményitjiik be, koriilbeliil 75-166 x 103 Pa memb-
ranok kozotti nyomasértéken.

4. lépés

Az OMPC kinyerése és mosdsa

A 3. 1épés szirletét koriilbelil 160000 G
(35000 fordulat/perc) mellett koriilbeliil 70 °C hémér-
sékleten folyamatos aramlasos centrifugdban centrifu-
galjuk 300—500 ml/perc dramlasi sebesség mellett, és a
feliliszo folyadékot eldobjuk.

Az OMPC-pelleteket TED-pufferben (190 ml puf-
fer; 20 ml/g pellet) szuszpendaljuk, és a masodik és
negyedik lépéseket kétszer megismételjiik (a harmadik
1épést kihagyjuk).

3. lepés

Az OMPC-termék kinyerése

A 4. 1épés szerint nyert pelleteket mossuk, majd
100 ml desztillalt vizben szuszpendaljuk iivegbot és
Dounce-homogenizator alkalmazasaval a tokéletes
szuszpenzié biztositisa érdekében. A vizes OMPC
szuszpenziot ezutan sziiréssel sterilizaljuk 0,27 pm-es
sziir6n vald atengedéssel, és a TED-puffert vizzel he-
lyettesitve az anyagot diaszirjiik, steril desztillalt viz-
zel szemben 0,1 um 4tmérdjl szalasanyag sziir6n.

2. példa

OMPC-alegyseg tisztitasa : tisztitott MIEP eléalli-

tasa OMPC-b6l vagy rekombinans sejtekbil

poliakrilamid gél elektroforézissel

Akrilamid/BIS (37,5:1) gélt alkalmazunk
18x14x3 mm-es vastagsigban. A rétegezett gél 4%
poliakrilamid, és az elvalasztoé gél 12% poliakrilamid
gél, koriilbeliil 50 pg OMPC proteint vagy rekombi-
nans gazdasejt proteint alkalmazunk a gélre. 1 ml
OMPC-t adagolunk 0,5 ml pufferoldathoz (4% glicerin,
300 mmol DTT, 10 mmol TRIS, 0,01% bromfenolkék,
pH 7). A keveréket 105 °C hémérsékleten 20 percen at
melegitjiik, majd hagyjuk szobahémeérsékletre lehilni,
miel6tt a géthez adagoljuk. A gélt 200-400 mA mellett
hiités kozben futtatjuk, amig a bromfenolkék eléri a gél
aljat. A géloszlopbol egy fiiggbleges csikot kivagunk
(1-2 cm széles), és Coomassie/réz(I)-acetattal (0,1%)
megfestjiik. A csikokat ezutdn szintelenitjiik, amig a
MIEP sav (koriilbeliil 38 KD) lathatova valik. A csikot
ezutan visszahelyezziik az eredeti gélhelyzetbe, és a
MIERP teriiletet kivagjuk csontkaparo segitségével.

A kivagott teriiletet kis kockakra daraboljuk (koriil-
beliil 5 mm), és 0,01 molos TRIS pufferoldattal,
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pH=8,1, eludljuk. Két eluacios ciklus utén az eluatumot
megvizsgaljuk tisztasagra SDS-PAGE alkalmazisaval.
Az eluatumokat ezutan egyesitjik, és 48 oOran at
60 mmolos ammoénia-hangysav eleggyel pH=10 érték-
nél dializaljuk. Az elualt proteint 50%-os vizes ecetsav-
val szemben is dializdlhatjuk. A dializis utan az elualt
proteint szarazra paroljuk, a kapott anyagot még tovabb
tisztitjuk PD10 osztalyozé oszlopon (Pharmacia, Pisca-
taway, NJ) valo atengedéssel, majd szobahémérsékle-
ten taroljuk.

3. példa

Streptococcus pneumoniae altipusok tenyésztése

es a nyers Pn-Ps izoldlasa

1. Pneumococcus tenyésztése

A pneumococcusok tenyésztése a szakteriileten is-
mert [Chase, M. W., Methods of Immunology and
Immunochemistry, 1, 52 (1967)]. A pneumococcus alti-
pusok izolatumai beszerezhet6k az ATCC-nél. A bakté-
riumokat tokozott, nem mozgékony, Gram-pozitiv, lan-
dzsa alaka diplococcusokként azonositottuk, amelyek
vér-agaron a-hemoritikusak. Az altipusokat a Quelling-
reakci6 alapjan specifikus antiszérumok alkalmazéasaval
kiilonboztetjilk meg. A mester és torzs ojtott tenyésze-
teket eldnydsen liofilizalt allapotban vagy 8 °C hémér-
séklet alatt tartjuk. Egy el6nyos tenyésztési modszemnél
a torzstenyészetet Heart Infusion Broth tapkozeggel el-
keverjiik, Heart Infusion Agarra vissziik, amely 10%
defibrinalt nyulvért tartalmaz, és 37+2 °C hémérsékle-
ten korilbeliil 18 oran at inkubaljuk.

A lemezen kialakuloé tenyészetet ismételten Heart
Infusion Broth tapkézegben szuszpendaljuk, a reszusz-
pendalt tenyészet alikvot részét hasznaljuk 100 ml
Heart Infusion Broth tapkozeget tartalmazo 10%-os de-
fibrinalt nydlvér inokulalasara, amelyet mint stacioner
tenyészetet koriilbeliil 18 6ran 4t 37+2 °C hémérsékle-
ten inkubalunk. 100 ml folydsitott tenyészetet tisztasag-
ra ellendrziink a Gram-szinezett kenetmikroszkopos
vizsgalataval, és Heart Infusion Blood agarlemezeken
tenyésztjik. A folyositott tenyészetet (olté tenyészet)
2—-8 °C hémérsékleten 14 napon at tarolhatjuk vagy
azonnal felhasznaljuk. 21-es Erlenmeyer-lombikokat
vagy mas alkalmas edényeket, amelyek Pneumococcus
Inoculum Mediumot (YUF) és 25 mg/l mennyiségben
dextrozt tartalmaznak, az emlitett oltdanyaggal inoku-
lalunk, és stacioner koriilmények kozott 8—24 oOran at
3742 °C hémérsékleten inkubaljuk. Az inkubécios pe-
riddus a tenyésztett Streptococcus pneumoniae tipusatol
fiigg. A fermenticié pH-értékét ugy allitjuk be, hogy
6-7,2 k6z6tti pH-tartomanyt tudjunk tartani periodiku-
san 12%-o0s natrium-hidrogén-karbonat-oldatot adagol-
va addig, amig az optikai sfiriség értéke 1,5-4 kozotti
érték lesz. Az optikai slirliséget 660 nm-nél vizsgaljuk,
A tenyészetbdl egy mintat mikroszkopikusan vizsgi-
lunk, és elvégezziik a szerologiai agglutinicios reakciot
a tisztasag ellendrzésére. A tenyészetet ekkor egy ojto-
fermenterbe vissziik, amely 40 | pneumococcus fermen-
talo tipkozeget tartalmaz, amely desztillalt vizbdl és
a kovetkezd szaraz komponensekbdl éll: pneumococ-
cus ojtokozeg (YUF), éleszGextraktum ultrafiltraitum,
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UCON, valamint dextr6z koriilbeliil 25 g/l mennyiség-
ben. A tenyészetet 37+2 °C hémérsékleten inkubaljuk
enyhe keverés kozben 2—12 6ran at. A pH értékét
6-7,2 kozotti értéken tartjuk natrium-hidroxid-oldat
esetenkénti adagoldsaval. A fermentor 525 1 pneumo-
coccus fermentalokozeget tartalmaz, amely a kdvetke-
zGkbdl all: desztillalt viz, a pneumococcus termelSkao-
zeg (YUF) szaraz komponensei, élesztGextraktum ultra-
filtrdtum, UCON és kériilbeliil 25 mg/l dextroz, ezt a
kozeget koriilbeliil 50 1 2—12 6ras ojtétenyészettel ino-
kulaljuk. A tenyészetet ezutan 37+2 °C hdmérsékleten
inkubéljuk, enyhe keverés kozben 6—30 Oran at attol
fliggéen, hogy melyik tipust novesztjiik. A pH értékét
6—7,2 kozott tartjuk periodikusan natrium-hidroxid-ol-
datot adagolva. A fermentaci6 lefutdsat az optikai stird-
ség meghatarozasaval kovetjiik, és akkor fejezziik be,
ha a dextréz teljes mértékben felhasznalodott, azaz jel-
zi, hogy mar a pH-érték nem valtozik.

A patogén organizmusokat kdzvetleniil azutan el-
pusztitjuk, miutan a fermentaciét befejeztiik. Ezt koriil-
beliil 1% mennyiségl fenol adagolasaval végezziik, és
koriilbeliil 2—12 6ran 4t hagyjuk hatni szobah6mérsék-
leten.

II. A nyers Pn-Ps izoldldsa

Az elpusztitott tenyészethez denaturalt alkoholt ada-
golunk elegendé mennyiségben ahhoz, hogy a sejttor-
meléket és a nukleinsavakat kicsapja, ezeket aztan cent-
rifugalassal eltavolitjuk. A nyers poliszacharidot ezutan
a feliiliszo folyadékbdl tovabbi denaturalt etanol ada-
golasaval kicsapjuk. A szilard anyagot centrifugalassal
Osszegyljtjiik, és a feliiluszé folyadékot eldobjuk.

A nukleinsav-szennyezést csdkkenthetjiik a polisza-
charid semleges vizes oldatban, igy példaul 1-5%-os
natrium-acetatban vald oldasaval, vagy hasznalhatunk
0,05 molos foszfatpuffert is, amelyhez nukleazt adago-
lunk, és koriilbeliil 0,01 mol magnézium-kloridot. K6-
riilbeliil 60—120 perc elteltével 36 °C hdmérsékleten a
pH-t 8-ra beallitjuk, és proteazt, igy példaul tripszint
adagolunk a proteinszer(i szennyez3dések emésztésére.

Tovébbi szennyezddéseket a poliszacharid natrium-
acetatos oldatbdl denaturdlt alkohollal vagy izopropa-
nollal val6 ismételt kicsapasaval tavolithatunk el, majd
a kicsapott anyagot desztillalt vizben oldjuk. Cetrimo-
nium-bromid 8 °C hémérsékleten valo adagolasaval to-
vabbi szennyezéseket tudunk kicsapni, amelyeket azu-
tan centrifugalassal tdvolitunk el. Natrium-acetat, majd
denaturalt alkohol vagy izopropanol alikvot részének
adagolasaval tovabbi szennyez6dések is eltavolithatok.
A poliszacharidot tovabbi alkohol adagoldsaval, centri-
fugélassal nyerjiik ki. A csapadékot abszolt etanollal
addig mossuk, amig fehér poranyagot nyeriink. A poli-
szacharidot szfiréssel elvalasztjuk, abszolat etanollal,
majd acetonnal mossuk, vdkuumban szaritjuk, igy nyer-
jiik a nyers Pn-Ps poliszacharidot por forméjaban.

4. példa

Részlegesen hidrolizalt, tisztitott Pn6B-ps eloalli-

tasa

1. Termikus hidrolizis: 3 g nyers Pn-Ps port
1200 m! soéoldatban (0,9%-os NaCl-t oldunk keverés
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kozben szobahémérsékleten 4 6ran at, majd 4 °C hé-
mérsékleten 1 éjszakan 4t taroljuk. Az oldatot ezutin
visszafolyatds kozben 100 °C hémérsékleten 24 6ran at
hidrolizaljuk, majd szobahdmérsékletre lehitjiik. Ez-
utan 59,7 g nétrium-acetatot adagolunk hozza tugy,
hogy a végsd koncentréicio 3 t/tf% legyen.

2. Szeroldgiai proba: izopropanolos (IPA) frakcio-
nalasi féliizemi vizsgédlat, valamint antitest-iranyitott
végpont Nephelose-vizsgilat segitségével, amelyet
10 ml mennyiségl mintan végeztiink, kimutattuk, hogy
a Pn6B-Ps 40—50% IPA-nal csapddna ki.

3. Els6 IPA-adagolas: a hidrolizalt mintat (el6z6 1.
Iépés szerinti, 1200 ml térfogat) 43,5% IPA-tartalmiva
alakitjuk 932 ml IPA adagolasaval, amelyet szobahd-
mérsékleten keverés kdzben cseppenként adagolunk.
A mintat ezutan 15-30 percen at keverjitk, majd
11000 G mellett 30 percen at centrifugéljuk (Beckman
JA-10 rotor, 8000 fordulat/perc, 20 °C). A hulladékpel-
letet abszolat etanollal elkeverjiik 250 ml-es Omnimix
edényben, majd 60 ml-es iivegsziirds tolcséren dtmos-
suk. A csapadékot kozvetleniil a tdlcséren abszolat eta-
nollal, majd acetonnal mossuk, vikuumban CaCl, felett
szobahémérsékleten szaritjuk az analizis el6készitésé-
hez.

4. Masodik IPA-adagolas és a termék kinyerése: a
43,5%-0s IPA feliiliisz6 folyadékot (az el6zd 3. 1épés-
bél, 2020 ml térfogat) 93,5 ml-es IPA keverés kdzben
cseppenként torténd adagolasaval 46,0%-osra bealli-
tunk, majd a mintat taroljuk, majd centrifugaljuk a 3.
1épésben leirtak szerint. A pelletet pépesitjiik, elvalaszt-
juk, mossuk, és a 3. lépésben leirtak szerint szaritjuk.
A kapott Pn6B-Ps mennyisége 1650 mg, K;-értéke
0,62 és foszfortartalma 3,3%.

5. példa

S. pneumoniae 6-OMPC konjugdtum, Pn6B-

Ps—OMPC

A) Dowex 50X2 tetrabutil-ammonium gyanta eléadl-

litasa [Dowex 50 (Bu,N+)]

Dowex 50X2 tipust gyantat (72 g, 200—400 mesh,
H+ forma) vizben szuszpendalunk, egy oszlopra ada-
goljuk, majd egymast kévetden vizzel, 6 n sésavval,
majd ismételten vizzel mossuk, amig az elfolyé folya-
dék pH-papirral semleges értéket mutat. Ezutan 10%-os
vizes tetrabutil-ammoénium-hidroxid-oldatot engediink
at az oszlopon addig, amig az elfoly6 folyadék erésen
alkalikus lesz. Végiil vizet folyatunk keresztiil az oszlo-
pon, amig az elfolyo folyadék ismételten semleges lesz.

B) Pn6B(Bu,N*)

600 mg méretcsokkentett és frakcionalt Pn6B-Ps-t
(14sd 1. tablazat Pn6B-Ps/1 minta) feloldunk 60 ml steril
desztillalt vizben, majd az oldatot magneses keverdvel
addig keverjiik, amig a szilard anyag teljesen feloldodik
(koriilbeliil 1,5 6ra). A poliszacharid-oldatot ezutin az
atoblitett gyantara adagoljuk, és hagyjuk a gyantadgyon
a gravitacios erd alapjan atfolyni (4,5 6ra). Az oszlopot
ezutin 10—12 ml vizzel atmossuk, az eludtumokat
egyesitjiik, liofilizaljuk, és ily médon 640 mg széraz,
Pn6B-Ps tetrabutil-N-butil-amménium-s6t nyeriink
[Pn6B(n-Bu,N+)].
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C) Pn6B—BuA,

640 mg el6zdek szerint eldallitott Pn6B(N-Bu,N+)-
t feloldunk 24 ml dimetil-szulfoxidban (DMSO), és
mégneses keverdvel 30 percen at keverjiik, amikor is a
szilard anyag teljesen oldatba megy. Az igy kapott ke-
verékhez 44,2 mg 1,1°-karbonil-diimidazolt adagolunk,
és a keveréket szobah6mérsékleten 60 percen at kever-
Jik. Egy kiilon lombikban feloldunk 1,022 g butin-
diamin-dihidrokloridot (BuA,.2HCl) 16 ml vizben,
10 n NaOH adagolasaval meglagositjuk (pH=10,2), a
kapott oldatot 0,2 pm-es steril sziirn atszirjiik, és jég-
fiirdén lehitjiik. A tarolt DMSO keveréket, amely az
aktivalt poliszacharidot tartalmazza, ezutan a hideg
BuAH,.2HC! oldathoz adagoljuk lassi dramban, majd a
kapott oldatot 0 °C-on 15 percen at keverjiik. A keveré-
ket ezutan hagyjuk szobah6mérsékletre felmelegedni,
és egy tovabbi oran 4t keverjiik, majd dializiscs6be
adagoljuk, és 4 °C hémérsékleten a kovetkezbkkel
szemben dializdljuk: 1. 15 1 0,1 mol, pH=7 nétrium-
foszfat-puffer 6 oran at; 2. 15 1 0,01 mol, pH=7 nat-
rium-foszfat-puffer 12 6ran at; 3. 15 1 0,01 mol,
pH=7 natrium-foszfat-puffer 9 6ran at; 4. 15 1 desztil-
lalt viz 17,5 o6ran at. A dializiscsd tartalmat ezutan liofi-
lizaljuk, ily médon 222 mg Pn6B-1,4-butin-diamint
(Pn6B-BuA,) nyeriink. Az igy kapott anyag 5 mg-jat
NMR-spektroszkopidval vizsgaljuk (300 MHz, D,0),
¢€s 22 diamincsoportot mutatunk ki 100 Pn6B-Ps ismét-
16dé monomer egységre szamolva, a Pn6B-Ps butan-
diamin-metilén- és ramnéz-metil-protonok rezonanciai-
nak integréljait 6sszehasonlitva.

Pn6B—-BuAd,—BrAc

210 mg Pn6B—BuA,-t feloldunk pH=9,04-nél 2 1
0,1 molos Kolthoff borat-foszfat-pufferben, majd a keve-
réket magnesesen keverjitk 30 percen at az oldatba vitel
érdekében. Az igy kapott vizes oldathoz ezutin 210 mg
p-nitro-fenil-brom-acetatot adagolunk 2,6 m! acetonitril-
ben oldva, és a keveréket 1 éjszakan at (20 6ra, 4 °C)
keverjiik. Az oldatot ezutan dializiscsébe vissziik, és 4 °C
hémérsékleten a kovetkezGkkel szemben dializaljuk: 1.
15 1 steril desztillalt viz 12,3 oran at; 2. 151 steril desztil-
1alt viz 8,25 oran at; 3. 15 1 steril desztillalt viz 5,5 éran
at. A kapott anyagbol 1,7 ml-t kivesziink vizsgalat céljara
(NMR és HPSEC-univerzilis kalibralas vagy molekulat-
méret-analizis), majd 0,449 g széritott, pH=8 foszfat-
puffer sot (elallitasa 0,1 molos, pH=8 natrium-foszfat-
oldat liofilizalasaval) adagolunk hozza. A teljes oldodas
utan (korilbeliil 30 perc) az oldatot steril 0,2 um-es szd-
r8n szlirjiik, amikor is a Pn6B—BuA,BrAc pH=_8 oldatat
nyerjiik.

Pn6B—OMPC

40 ml (4,5 mg/ml) steril OMPC-t ultracentrifugalas-
sal pelleteziink (4 °C, 43 K fordulat/perc, 2 6ra) négy
10 ml-es centrifugalocsében. Mindegyik pelletet ez-
utan 3 ml sterilen szhrt (0,22 um) tiolezd keverékben
szuszpendaljuk, amely a kovetkez6ket tartalmazza:
164 mg N-acetil-homocisztein-tiolakton-hidroklorid,
255 mg etilén-diamin-tetraecetsav-dinatrium-sé, 53 mg
ditiotreitol, 30 ml Na,B,O, pufferben, pH=11,09.
A reszuszpendalt pelleteket ezutan homogenizaljuk
(Dounce), egyesitjiik, az edényt gaztalanitjuk, nitrogén-
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gazzal 1 éjszakéan 4t szobahdmérsékleten (19 6ra) 6blit-
ik, majd a kapott oldatot harom ultracentrifugélocsébe
szétosztjuk, rarétegeziink 1 mol KH,POg-et, és a pel-
letezett proteint (4 °C, 43 K fordulat/perc, 2 6ra).
A pelleteket ezutan ismételten 0,1 molos natrium-fosz-
fatban reszuszpendaljuk pH=8 puffer (30 ml), homoge-
nizaljuk (Dounce), majd ismételten pelletezziik (4 °C,
43 K fordulat/perc, 2 6ra). Az igy kapott steril protein-
pelletet ezutdn reszuszpendaljuk a sziirt Pn6B—BuA,—
BrAc-oldatban. Ezutan azonnal Ellman-féle tesztet vég-
ziink, és kimutatjuk, hogy az SH mennyisége, koncent-
racidja 34 umol. A reakciokeveréket ezutan géztalanit-
juk, nitrogéngézzal atoblitjik, és szobahSmérsékleten
91 o6ran at allni hagyjuk.

A proteint ezutan 1 ml 0,22 pm-es steril sziir6n at-
szlrt, kovetkezoket tartalmazd oldattal kezeljiik:
75 mg N-etil-maleimid, 5 ml pH=8§, 0,1 mol natrium-
foszfat-pufferben. A keveréket 4 6ran at szobahémér-
sékleten allni hagyjuk, majd ezt kovetéen hozzaadunk
300 wl N-acetil-ciszteamint (0,22 um steril sziirén
szlirve), és a kapott oldatot tovabbi 19,5 éran at allni
hagyjuk.

Az igy kezelt, steril konjugétumot ezutan négy centri-
fugacsGben szétosztjuk, hozzaadunk 0,1 mol (pH=7) nét-
rium-foszfat-puffert, és ultracentrifugaljuk (4 °C, 43 K
fordulat/perc, 2 6ra), majd ismételten szuszpendaljuk, és
homogenizédljuk (Dounce) steril, pH=7, 0,1 molos
NaPOy-pufferben (42 ml). Ezt kdvetden ismételten cent-
rifugalast végziink, majd a pelleteket reszuszpendaljuk
Dounce-homogenizaldban, dsszesen 50 ml steril desztil-
lalt vizben. 4 °C hdmérsékleten, 17 oran at valé allas utan
a konjugatumkészitményt 1000 fordulat/perc mellett
3,5 percen at TH 4 rotorral TJ-6 tipusa centrifugaban
centrifugaljuk, és a kis mennyiségii szedimentumot elta-
volitjuk. A végs6 szuszpenzié formaji konjugdtumter-
méket a kovetkezdkre vizsgaljuk: protein (Lowry), Pn6B
poliszacharid (fenol/kénsav), nem konjugalt poliszacha-
rid (méretkizarasos kromatografia, sebességnefelomet-
ria), aminosavak (aminosav-analizis). A kapott eredmé-

nyek a kovetkezok:
Pn6B poliszacharid 0,33 mg/ml
Protein 2,2 mg/ml
Pn6B-Ps/OMPC 0,15
Szabad Pn6B-Ps <5 szakasz%
S-karboxi-metil-homocisztein/lizin 7,7%
S-kartoxi-metil-ciszteamin/lizin 1,6%
6. példa
Részlegesen hidrolizdlt, tisztitott Pnl4-Ps eléalli-
tdsa

1. Anioncserélé gyantaval végzett kezelés: 2,81 g
Pn14-Ps poranyagot feloldunk 1124 ml desztillalt viz-
ben keverés kozben szobahdmérsékleten 4 oOran at,
majd 4 °C hémérsékleten 1 éjszakan &t allni hagyjuk.
Az oldatot ezutdn 60 g DES52-re vissziik (Whatman,
dietil-amino-etil-celluldz), amelyet el8z8leg koriilbeliil
15 6ran 4t pH=5-6 kozotti értéken desztillalt vizben
eldduzzasztottunk. Az iszapot gyengén razzuk egy ra-
zOberendezés segitségével szobahSémérsékleten koriil-
beliil 15 6ran 4t, majd Beckman JA—10 berendezéssel

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

21

5000 fordulat/perc mellett 15 percen at 20 °C hémér-
sékleten centrifugaljuk. A feliiluszo6 folyadékot szin-
terelt ivegsziirén (150 ml, kdzepes porozitas) atszirjiik,
majd egy 2 l-es, oldalnyakkal ellatott lombikba adagol-
juk.

2. Ultrahangos hidrolizis: az el6z6 1. 1épés szerint
nyert, DE52-kezelt Pn14-Ps-t (1100 ml) plasztik edény-
ben jégflirdén ultrahanggal kezeliink, Branson Sonifier
késziilékkel (0,5 inch proba, 8-as allas) 2 percen at.
A mintat ezutan hagyjuk koriilbeliil 15 percen at hilni,
majd a viszkozitist meghatdrozzuk, majd ismételten
1 perces intervallumokban ultrahangkezelést végziink.
A viszkozitas végpontjat, 1,096 cSt értéket az utolsd
ultrahangos kezelés utan érjiik el. A hidrolizalt mintat
ezutan szobahSmérsékletre beallitjuk, és 18 g natrium-
acetat reagenst adunk hozza, és igy a végs6 koncentra-
ciot 1 t/tf% értékre beallitjuk.

3. Szeroldgiai vizsgélat: izopropanolos (IPA) frak-
cionalasi féliizemi vizsgalatot és antitest-iranyitott vég-
pont nefeléz vizsgalatot végziink 10 ml mennyiségl
mintan, ez mutatja, hogy a Pn14-Ps 35-45% IPA-nal
csapodna ki.

4. Els6 IPA-adagolas: az el6z0 2. lépés szerint
nyert hidrolizalt mintahoz (1090 ml) 706 ml IPA-t ada-
golunk cseppenként, keverés kdzben szobah8mérsék-
leten, igy 39,3% IPA-koncentracidt nyeriink. A mintat
ezutan 15-30 percen at keverjiik, majd 11 000 G mel-
lett 30 percen at centrifugaljuk (Beckman JA-10 ro-
tor, 8000 fordulat/perc, 20 °C), majd a feliilisz6 folya-
dékot dekantaljuk. A hulladékpelletet abszolut etanol-
lal 200 ml-es Omnimix edényben elkeverjiik, majd
60 ml-es szinterelt livegtolcséren dsszegyjtjiik. A csa-
padékot kézvetleniil a tolcséren mossuk vizmentes eta-
nollal, majd acetonnal, vdkuumban CaCl,-n szobahd-
mérsékleten szaritjuk.

5. Masodik IPA-adagolas és a termék kinyerése: az
el6z8 4. lépés szerint nyert 39,3%-os IPA feliilisz6
folyadékhoz (1712 ml) 73,5 ml IPA-t adagolunk csep-
penként, keverés kozben szobahdmérsékleten, és igy
41,8%-0s IPA-oldatot nyeriink. A mintat ezutan allni
hagyjuk, majd a 4. lépésben leirtak szerint centrifugdl-
juk, majd szintén a 4. 1épésben leirtak szerint pépesit-
juk, Osszegyijtjiik, mossuk, €s szaritjuk. A kapott
Pn14-Ps termék tomege 1399 mg.

6. Dializis és liofilizalas: 1385,6 mg fenti, 5. 1épés
szerint nyert terméket feloldunk 554 ml desztillalt viz-
ben szobah8mérsékleten, 2—3 oran at. Az igy kapott
(1200 My, cutoff érték, 45 mm), és desztillalt vizzel
szemben 27 Oran at kétszeri desztillalt viz cserével
dializaljuk. A dializalt mintat ezutan liofiliz4lé edénybe
vissziik, gyors fagyasztassal szarazjég:metanol fiird6n
megfagyasztjuk, és Virtis (Freezemobile) tipusu liofili-
zaloval két és fél napon 4t liofilizaljuk, amig teljesen
széaraz lesz. Ily médon 1326,8 g Pn14-Ps terméket nye-
riink, amelynek K -értéke 0,56.

A fent leirtak alapjan szakember szdmdra nyilvanva-
16, hogy més semleges Pn-Ps altipusokat, igy példaul
Pn7F-Ps-t szintén elGallithatunk, és a Pn14-Ps-nél leir-
takhoz hasonl6an konjugalhatjuk.
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7. példa

Kiilsé membranprotein-komplex konjugadlasa

pneumococcus 14 poliszachariddal, Pnl4-

Ps-OMPC

a) A Pni4-Ps 1,4-butan-diamin-szérmazékdanak

eléallitasa (14-BuAd,)

400 mg Pn14-Ps-t vakuumban P,0;s felett 3 o6ran at
szaritunk, majd elkeverjik 26 ml dimetil-szulfoxiddal
(DMSO), és 0,75 oréan 4t keverjiik, hogy feloldodjon. Az
oldathoz azutan 62 mg karbonil-diimidazolt adunk, és a
kapott oldatot szobahémérsékleten 80 percen at keverjiik.

1,060 g 1,4-butan-diamin-dihidrokloridot (BuA,-
2HCI) feloldunk 38,5 ml vizben, és a pH értékét 2,5 n
NaOH-val 10,20-ra beallitjuk. Az oldatot ezutan Millex
0,2 pm GV sziirdn atszirjiik, és jégflird6n lehiitjiik.

Az elézbek szerint nyert DMSO-oldatot ezutan elke-
verjiik a hideg BuA,-oldattal, és tovabbi 10 percen at
jégfirdon keverjiik. Az oldatot ezutan szobahémérsékle-
ten 50 percen 4t 4llni hagyjuk, majd két 12” hosszlisaga
Spectrapor 2 dializiscsébe adagoljuk, a folyadék tetejé-
t6] szamitva 1 cm-re lezarjuk, és a kévetkezdkkel szem-
ben dializaljuk: 1. 15 1 pH=7, 0,1 mdlos natrium-fosz-
fat-puffer 16,5 6ran at, 2. 151 pH=7, 0,1 mdlos natrium-
foszfat-puffer 8 6ran at, 3. 15 1 pH=7, 0,1 moélos natri-
um-foszfat-puffer 8 oran at, 4. 15 1 viz 17,5 oran at. Az
anyagot ezutan liofilizaljuk, amikor is 210 mg Pn14-Ps
1,4-butan-diamin-szarmazékot nyeriink (Pn14-BuA,).

A kapott anyag 5 mg-os mintdjat NMR-spektro-
szkopidval vizsgalva megallapitottuk, hogy 100 ismét-
16d6 poliszacharid egységre szamolva koriilbeliil 31 bu-
tan-diamin-csoportot tartalmaz, ezt a Pnl4-Ps butan-
diamin-metilén- és N-acetil-metil-rezonanciék integral-
jainak Gsszehasonlitasaval hataroztuk meg.

b) A Pni4-Ps brom-acetilezett butan-diamin-szar-

mazékanak eléallitasa (Pnl4—BuA,—BrAc)

210 mg Pnl4-BuA,-t elkeveriink 36 ml 0,1 moélos
pH=9 borat-foszfat-pufferrel, €s 2,5 6ran at keverjiik,
hogy oldatot nyerjiink. Ezutan 195 mg p-nitro-fenil-
brom-acetatot feloldunk 4 ml acetonitrilben, és az €l6z6
oldathoz adagoljuk, a kapott keveréket 21 6rdn 4t 4 °C
hémérsékleten keverjiik. Az anyagot ezutdn Spectrapor
2 csbben a kovetkezGkkel szemben dializaljuk: 1. 151
desztillalt viz 6 6ran at, 2. 15 | desztillalt viz 14,5 éran at,
3. 15 1 viz 6 6ran at. A dializalt mintabol 2 ml-t eltavoli-
tunk vizsgalat céljara, majd hozzaadunk 492 mg szaritott,
pH=28 foszfatpuffer sét (elGallitisa 0,1 moélos natrium-
foszfat-puffer, pH=_8 liofilizdlasaval). Az oldatot 0,2 pm
Coming-sziir6n atsziirjilkk, amikor is pH=8 vizes oldat-
ban 43 ml Pn14—-BuA,-BrAc-t nyeriink.

¢) Az OMPC és Mnl4—BuA,—BrAc—Ps konjuga-

lasa

50 ml OMPC-oldatot (3,2 mg/ml koncentracio) szét-
osztunk 6t db 10 ml-es centrifugalocsében, és Beckman
80 Ti rotorral 43000 fordulat/perc mellett 4 °C hémér-
sékleten 2 6ran at centrifugaljuk. Ezutan tiolez6 keveré-
ket készitlink 300 mg EDTA (etilén-diamin-tetraecet-
sav-natriumso) és 64 mg ditiotreitol (DTT) 30 ml
Na,B,0,-pufferben (pH=11) val6 oldasaval. 346 mg N-
acetil-homocisztein-tiolaktont adagolunk ezutan, és az
oldatot 0,2 pm Coming-sz{irén (csésze tipus) atszdrjiik.
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A fentiek szerinti centrifugalasnal kapott pellet
mindegyikét 3 ml szirt tiolez6 keverékben (6sszesen
15 ml) szétoszlatjuk, majd Dounce-homogenizaléba
vissziik, és reszuszpendaljuk. A csoveket atoblitjik
5 ml-es tiolezd oldat alkalmazasival. Az 6blitési miive-
letet megismételjiik tovabbi 5 ml tiolezd oldattal. Az
oblitéfolyadékokat egyesitjiik, Dounce-homogenizalé-
ban homogenizaljuk, és az Gsszes reszuszpendalt anya-
got (25 ml) 100 ml-es gobmblombikba adagoljuk.

A lombikot ezutan egy diafragméval lezarjuk, és a
levegé6t nitrogénnel helyettesitjiik Firestone-szelep alkal-
mazésaval, és a reakciOkeveréket szétosztjuk 3 centrifu-
gacs6ben, mindegyikre 1 mol vizes KH,PO,-et adago-
lunk, és 2 6ran at 43 000 fordulat/perc mellett 4 °C hé-
mérsékleten centrifugaljuk. A feliilisz6 folyadékokat el-
tavolitjuk, a pelleteket 0,1 molos natrium-foszfitban
(pH=8) reszuszpendaljuk, amikor is 30 ml végsé re-
szuszpendalt térfogatot nyeriink. Egy mésodik ultracent-
rifugalast végziink (2 6ra, 4 °C, 43 K fordulat/perc),
majd a feliilaszé folyadékot eltavolitjuk, a pelleteket
Dounce-modszerrel reszuszpendaljuk az eldz6ek szerint
eldallitott, sziirt Pn14—-BuA,-BrAc-oldatban. Az elvég-
zett Ellman-vizsgalat kimutatja, hogy az anyag 23 pumol
tiolt tartalmaz.

Meg kell jegyezni, hogy a Pnl4—BuA,—BrAc-oldat
sziirését kozvetleniil a tiolezett protein reszuszpendalasa
elott végezziik. A kapott reakciokeveréket (azaz Pnl4—
BuA,—BrAc tiolezett OMPC-vel) nitrogénatmoszféraban
alini hagyjuk, szobahdmérsékleten 114 6ran at.

A reakciokeveréket ezutan a kovetkezSképpen
dezaktivaljuk, azaz dezaktivaljuk a Pn14-Ps és OMPC
molekularészeken 1évG reakcioképes csoportokat: az
oldathoz adagolunk 5 ml pH=8, 0,1 moélos natrium-
foszfat-pufferben oldott 75 mg N-etil-maleimidet
(NEM), és a keveréket tovabbi 22,5 6ran at allni hagy-
Juk.

Az igy kezelt 35 ml reakcidkeveréket ezutin 4 centri-
fugacsében elosztjuk, és 43 K fordulat/perccel 2 6ran at
4 °C homérsékleten centrifugaljuk, a pelleteket 40 ml
TED-pufferben reszuszpendéljuk (0,1 mol TRIS,
0,01 mol EDTA, 0,5% DOC, pH=8,5), és szobah8mér-
sékleten 19 6ran at allni hagyjuk. Az oldatot ezutin cent-
rifugéljuk (43 K, 2 6ra, 4 °C), a pelleteket 40 ml 0,1 mo6-
los, pH=8 natrium-foszfat-pufferben reszuszpendaljuk,
majd ismételten centrifugaljuk (43 K, 2 6ra, 4 °C). Az igy
kapott pelleteket 40 ml vizben reszuszpendaljuk, és 4 °C
hémérsékleten 17 6ran at taroljuk. Ezutan az anyagot ala-
csony fordulatszam mellett (1000 fordulat/perc, 3,5 perc)
centrifugaljuk, amikor is apro pelleteket nyeriink, ame-
lyeket eldobunk. A feliilisz6 folyadékot eltavolitjuk, ily
modon 43 ml konjugatumot nyeriink, amelynek analitikai
jellemzd6i a kovetkezdk:

Vizsgalat Eredmény
a) Ps-tartalom 387 mcg/ml
b) Protein 1300 mcg/ml

Ps/protein arany (szamitott) 0,30

¢) Szabad Ps <5 teriilet%
d) Aminosav-analizis
SCMHC/lizin

SCMC/lizin

9,8%
3,5%
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8. példa

Pn23F-Ps intermedier eléallitasa

1. Ultrahangos hidrolizis: 3 g Pn23F-Ps port felol-
dunk 1200 ml séoldatban (0,9% NaCl) keverés kézben
szobahdmérsékleten 4 6ran at. A kapott oldatot ezutin
mianyag edényben jégfiirdén ultrahanggal kezeljikk
Branson Sonifier berendezéssel (0,5 inch minta, 8-as
4llés) 3 perces intervallumokon at, 6sszesen 15 percig.
A viszkozitast minden intervallum utan ellendrizziik.
15 perc elteltével tovabbi 5 perc ultrahangos kezelést
végziink, amikor is 1,206 cSt értékii viszkozitasvég-
pontot nyeriink. A hidrolizalt mintat ezutan szobahé-
mérsékletre beallitjuk, és 58,4 g natrium-acetitot ada-
golunk hozza, igy a végs6 koncentraci6 3 t/tf%.

2. Szerologiai proba: izopropanolos (IPA) frakcio-
nalasi féliizemi vizsgilatot és antitest-iranyitott végpont
nefeléz vizsgélatot végziink 10 ml térfogati mintan,
ami azt mutatja, hogy a Pn23F-Ps 35-45% IPA-kon-
centracionél csapddna ki.

3. Elsd IPA-adagolas: az el6zd 1. 1épés szerint el6-
allitott hidrolizalt mintahoz (1165 ml) 810 ml IPA-t
adagolunk cseppenként keverés kdzben szobahdmér-
sékleten, igy 41,0% IPA-koncentraciot nyeriink. A min-
tat 15-30 percen at keverjiik, majd 11000 G mellett
30 percen at centrifugdljuk (Beckman JA-10 rotor,
8000 fordulat/perc, 20 °C), a kapott pelletet abszolit
etanollal 250 ml-es Omnimix edényben elkeverjiik,
majd 60 ml-es szinterelt iivegtolcséren szirjiik, a csapa-
dékot kozvetleniil a tolcséren abszolut etanollal, majd
acetonnal atmossuk, vikuumban CaCl, felett szaritjuk
szobah8mérsékleten.

4. Masodik IPA-adagolas és a termék kinyerése: az
el6z8 3. 1épés szerinti 41,3%-os IPA feliiliszo folya-
dékhoz (1925 mi) cseppenként keverés kozben szoba-
hémérsékleten 45 ml IPA-t adagolunk, igy a koncentra-
cié 43,5% IPA lesz. A mintat ezutan allni hagyjuk,
majd a 3. 1épésben leirtak szerint centrifugaljuk, és szin-
tén a 3. lépésben leirtak szerint a pelletet pépesitjiik,
szirjlik, mossuk, és szaritjuk. Ily médon 1795 mg
Pn23F-Ps terméket nyeriink.

5. Dializis és liofilizalas: 1779 mg el6z6 4. 1épés
szerint nyert Pn-Ps anyagot feloldunk 712 ml desztillalt
vizben szobah8mérsékleten 3—4 6rdn at. Az oldatot ez-
utin (2,5 mg/ml) dializiscsébe vissziik (12000 My,
cutoff érték, 45 mm), és desztillalt vizzel szemben 4 °C
hémérsékleten 27 oran at dializaljuk, a dializis alatt két-
szer cseréljiik a desztillalt vizet. A mintat ezutan liofili-
zal6 edénybe visszilk, szarazjég/metanol eleggyel gyor-
san megfagyasztjuk, majd Virtis (Freezemobile) liofili-
2416 berendezésben 2—3 napon at liofilizéljuk. Ily moé-
don 1703 mg Ps terméket nyeriink, K;-értéke 0,60.

9. példa

Kiilsé membranprotein-komplex konjugdldsa

Pn23F-Ps intermedierrel

a) Dowex 50X2 (200—400 mesh) gyanta tetrabutil-
ammonium formdjanak eléallitisa [Dowex
50 (Bu,N+)j

72 g Dowex 50X2 gyantat (200—400 mesh, H+ for-

ma) vizben szuszpendalunk (vizként a folyamaton vé-
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gig nem lazkelts, steril desztillalt vizet alkalmazunk),
majd a kapott szuszpenzidt egy oszlopra vissziik, és
egymast kovetéen a kovetkezdkkel atmossuk: 1.

800 ml viz, 2. 400 ml 6 n sésav, 3. 300 ml viz egész

addig, amig az elfolyé folyadék pH-papirra semleges, 4.
250 g 10%-os vizes tetrabutil-ammoénium-hidroxid-ol-
dat egész addig, amig az elfoly6 folyadék erdsen alkali-
kus pH-papirral, 5. 750 ml viz.

b) Pn23F-Ps tetrabutil-ammonium formdjinak el6-

allitasa (Pn23F—-Bu,N+)

34 ml-es Dowex 50X2 (Bu,N+) gyantaval toltott
oszlopot 70 ml vizzel atmosunk. 450 mg osztilyozott
Pn23F-Ps-t elkeveriink 50 ml vizzel, és 0,5 6ran at ke-
verjiik. Ezt az oldatot az oszlopra adagoljuk, és gravita-
cioval hagyjuk atfolyni rajta (koriilbeliil 2 6ra). Ezutan
az oszlop aljara vikuumot csatlakoztatunk, és az elua-
last vakuumban tovabbi 1 oran at folytatjuk. Az oszlo-
pot ezutan 25 ml vizzel atmossuk, az elfolyé eluatu-
mokat egyesitjiik, liofilizaljuk, amikor is 0,5 g Pn23F
(BuyN+) sot nyeriink. Ezt vikuumszéritoban P,0O; felett
koriilbeliil 17 6réan at taroljuk.

¢) Pn23F-Ps 1,4-butin-diamin-szarmazékanak

eléallitasa (Pn23F—-Bud,)

Az el6z6 b) 1épés szerint nyert 0,5 g Pn23F (Bu,N+)
szarmazékot elkeverjik 25 ml dimetil-szulfoxiddal
(DMSO), és 15 percen at teljes oldodasig keverjiik. Az
oldathoz ezutan 22 mg karbonil-diimidazolt (CDI) ada-
golunk, és szobahémérsékleten 0,5 oran at keverjiik.

Ezutan 507 mg 1,4-butin-diamin-dihidrokloridot
(BuA,.2HCI) feloldunk 30 ml vizben, a pH értékét 2,5 n
NaOH-val 10,23-ra beéllitjuk, majd Millex 0,2 pm GV-
szilirén atszirjiik, és jégflirdén lehiitjiik.

Az el6zdek szerint elballitott DMSO-oldatot ezutin
elkeverjiitk a hideg BuA,-oldattal, és tovabbi 1 6ran at
keverjiik jégfiirdén. Az oldatot ezutan szobahdmérsék-
leten 1 6ran 4t taroljuk, majd az oldatot 2 x 12 col mére-
tli Spectrapor dializacios csdbe adagoljuk, a folyadék-
felszin felett 1 cm-rel lezarjuk, és a kovetkezdkkel
szemben dializaljuk: 1. 15 1 pH=7, 0,1 mélos nétrium-
foszfat-puffer 16 6ran at, 2. 151 pH=7, 0,01 molos nat-
rium-foszfat-puffer 10,5 d6ran at, 3. 15 1 pH=7,
0,01 molos natrium-foszfat-puffer 12,5 6ran at, 4. 15 1
viz 10,5 6rén at. A dializdtumot ezutan liofilizaljuk,
amikor is 220 mg 1,4-butan-diamin-szarmazékot nye-
riink, pN23F-BuA,.

A kapott termékbél 6,9 mg-ot NMR-spektroszkdpi-
aval vizsgalunk, és megallapitjuk, hogy 100 ismétl6d6
poliszacharid egységre koriilbeliil 23,5 butdn-diamin-
csoport jut, ezt a Pn23F poliszacharid butidn-diamin-
metilén és ramnoz-metil-protonok rezonanciajanak in-
tegraljait 6sszehasonlitva hataroztuk meg.

d) Pn23F-Ps brom-acetilezett butdan-diamin-szdr-

mazékanak eléallitasa (Pn23F—Budy—BrAc)

214 mg Pn23F—BuA,-t elkeveriink 23 ml 0,1 mélos,
pH=9 borat-foszfat-pufferrel, és 30 percen at keverjiik
az oldodasig. Ezutan 230 mg p-nitro-fenil-brom-acetatot
adagolunk 60 ml acetonitrilben oldva, a kapott keveréket
23 6ran at 4 °C hoémérsékleten keverjiik, Spectrapor
2 edényben a kovetkezOkkel szemben dializaljuk: 1.
151viz 8 6ran keresztiil, 2. 151 viz 12 6ran at, 3. 15 1 viz
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6 oran at. A dializatumbol 1,5 ml-t vizsgalatra eltivoli-
tunk, majd hozzdadunk 490 mg szaritott pH=8 foszfat-
puffer sot (eldallitasa 0,1 molos, pH=8 natrium-foszfat-
oldatbdl liofilizalassal). Az oldodasig 15 perc sziikséges,
majd ezt kdvetben az oldatot 0,2 um Corning-sz(ir6n
sziirjiik, amikor is a Pn23F—BuA,-BrAc vizes oldatot
nyerjiik, pH=8.

e) OMPC és Pn23F—-BuA,—BrAc—Ps konjugdldsa

60 ml OMPC-t (3,1 mg/ml) szétosztunk 6 db 10 ml-
es centrifugalocsébe, és centrifugdljuk (Beckman Ti
80 rotor, 43 000 fordulat/perc, 4 °C, 2 6ra). Tiolezs ke-
veréket készitiink gy, hogy 260 mg EDTA-t (etilén-
diamin-tetraecetsav-dinatrium-s6) és 52 mg ditiotreitolt
(DTT) feloldunk 30 m! Na,B,0O;-ben, tiolaktont adago-
lunk hozza, és az oldatot 0,2 um Coming-sziir6n szfir-
jik.

A centrifugaldsnal nyert pelletek mindegyikét elke-
verjiikk 3 ml szlrt tiolez8 keverékkel (6sszesen 20 ml),
¢s Dounce-homogenizaldba vissziik, és reszuszpendal-
juk. A csoveket tovabbi 6 ml tiolez6 oldattal atoblitjiik,
az Oblitési miveletet még egyszer 4 ml tiolezd oldattal
megismételjiik, az oblitéfolyadékokat egyesitjiik, a
Dounce-homogenizaloban homogenizéljuk, és az igy
kapott, 6sszesen 28 ml mennyiségii reszuszpendalt
anyagot 100 ml-es gdbmblombikba vissziik.

A gomblombikokat diafragmaval lezarjuk, és a le-
veglt nitrogéngézzal helyettesitjiik Firestone-szelep se-
gitségével, majd a reakcidkeveréket 19 oran at allni
hagyjuk. A 28 ml mennyiségi reakcidkeveréket ezutan
3 centrifugalocsében szétosztjuk, mindegyikre 1 mol
mennyiségl kalium-foszfatot adagolunk, és centrifugal-
juk (2 6ra, 43 000 fordulat/perc, 4 °C, Beckman 80 Ti
rotor). A feliiluszé folyadekokat eltavolitjuk, a pellete-
ket 0,1 mol natrium-foszfat-oldatban, pH=8, reszusz-
pendaljuk, amikor is 30 ml-es végsd szuszpenzid térfo-
gatot nyeriink.

Egy masodik ultracentrifugalast végziink (2 6ra,
4 °C, 43 000 fordulat/perc), a feliiluszo folyadékot elta-
volitjuk, a pelleteket Dounce-modszerrel a 7.1.C.3d sza-
kaszban elfallitott és sziirt Pn23F—-BuA,-BrAc-oldat-
ban reszuszpendaljuk. Az Ellman-féle vizsgalattal ki-
mutatjuk, hogy a kapott oldat 28 pumol tiolt tartalmaz.

Meg kell jegyezni, hogy a Pn23F-BuA,-BrAc-
oldat sziirését kozvetleniil a tiolezett protein reszusz-
pendalasa el6tt végezziik. A kapott reakciokeveréket
(azaz Pn23F-BuA,—-BrAc + tiolezett OMPC) nitro-
génatmoszféraban 117 6ran 4t szobahdmérsékleten ta-
roljuk.

A reakciOkeveréket ezutan a kovetkez8képpen ke-
zeljiikk, azaz dezaktivaljuk a Pn23F-Ps és OMPC reak-
cidképes csoportjait: 75 mg N-etil-maleinimidet
(NEM) feloldunk 5 ml 0,1 mélos natrium-foszfat-puf-
ferben, pH=8, az oldatot 0,22 um sziirén atszdrjik, a
fenti reakcidkeverékkel elkeverjiik, és 18 oran at allni
hagyjuk.

A fentiek szerint dezaktivalt konjugalt keverék térfo-
gata 38,5 ml, ezt 40 ml-re egészitjiik ki 1,5 ml pH=S§,
0,1 mélos natrium-foszfat adagolasaval. Ebbdl az oldat-
bél 35 mi-t ezutdn egyenletesen szétosztunk 4 10 ml-es
centrifugalocsGbe, és mindegyikhez 0,1 molos, pH=8
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natrium-foszfat-puffert adagolunk. A csdveket centrifu-
galjuk (43000 K fordulat/perc, 2 6ra, 4 °C), a feliilaszo
folyadékokat eltavolitjuk, a pelleteket 8 ml TED-puffer-
ben (1 mol TRIS, pH=38,5, 0,01 mol EDTA, 0,5% Na-
dezoxikolat) szétoszlatjuk, és Dounce-homogenizatorba
vissziik. A centrifugalocstveket egymast kdvetGen 8 ml
TED-pufferrel atoblitjiik, a pelleteket reszuszpendaljuk
(0sszesen 40 ml), €s szobahdmeérsékleten 20 6ran 4t allni
hagyjuk. Az anyagot ezutan centrifugéljuk a fentiek sze-
rint 410 ml-es centrifugalocsében 43 000 fordulat/perc
mellett 2 6rdn at 4 °C-on. Mindegyik pelletet ezutan
8 ml TED-pufferben szétoszlatjuk, a cséveket 8 ml
TED-pufferrel atoblitjiik, reszuszpendaljuk, és ismételen
centrifugaljuk a fentiek szerint. A pelleteket ezutén is-
mételten reszuszpendaljuk 0,1 mol, pH=7 natrium-fosz-
fat-pufferrel, igy az Ossztérfogat 40 ml lesz, ezt ismétel-
ten centrifugaljuk, majd a pelleteket ismételten szusz-
pendaljuk vizben, amikor a térfogat 44 ml lesz, ezt 4 °C
hémérsékleten 17 6ran at allni hagyjuk. A kis mennyisé-
gli oldhatatlan anyagot kis fordulatszamu centrifugalas-
sal (1000 fordulat/perc, 3,5 perc) centrifugaljuk, amikor
is a terméket a feliilisz6 folyadékban nyerjiik.

A kapott feliilasz6 folyadék hatdanyagot tartalmazé
konjugatum vakcina. A konjugétum analitikai jellemz6i
a kovetkezdk :

Vizsgalat Eredmények

a) Ps-tartalom 284 mcg/ml

b) Protein 2025 mcg/ml
Ps/protein arany (szamitott) 0,14

¢) Szabad Ps <5 teriilet%

d) Aminosav-analizis

SCMHC/lizin 6,7%
SCMC/lizin 1,6%
10. példa

Pn-Ps elcallitasa Gaulin-homogenizalassal

A nyers pneumococcus poranyagot 1,5 mg/ml kon-
centraciénak megfelelé mennyiségben vizben felold-
juk, és 1 éjszakén 4t 4 °C hémeérsékleten keverjik.

sy

sz

csokkentését 1,5 mg/ml oldat viszkozitdsanak megfele-
16 értékre sikerrel végeztiik 50 mmol CaCl, adagolasa-
val. Az oldott Pn-Ps-t ezutan Gaulin-homogenizatoron
engedjiik at, valamely kévetkez6 4 nyomasérték koziil
az egyikre beallitva: 13,8 x106, 35x 105 Pa, 69x 106 Pa
vagy 103 x 106 Pa. A hasitott Pn-Ps molekulakat ezutan
Osszegyljtjiikk 60% izopropanol adagolasaval, amelyet
50 mmol CaCl,-vel egyiitt adagolunk, amely utobbit
2 molos torzsoldatbol nyertiink. A pelleteket ezutan ab-
szolut etanollal omnimixerben atmossuk, szdrjik, a ki-
csapddott Pn-Ps elvalasztisara. A Pn-Ps-t ezutdn a szi-
rén acetonnal dtmossuk, majd kalcium-szulfaton szarit-
juk, és —70 °C hdémérsékleten taroljuk az analizisig.
A hasitott Pn-Ps-bdl alikvot részt ezutan reszuszpen-
dalunk koériilbeliil 1 mg/ml koncentracid elérésére, és
vizsgaljuk a molekulaméretet és a polidiszperzitdst
HPSEC-univerzalis kalibracioval és az antigenicitasi
indexet pedig nefelometriaval. A kapott eredményeket
a kovetkez6 tablazatban foglaljuk dssze.
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Pn-Ps My, érték, amelynél Poli-
altipus az antigenitds diszperzitds
csokkenni kezd
6B 500000 1,19
14 300000 1,15
19F 250000 1,09
23F 250000 1,15
11. példa

Egér T-sejt stimuldlas

A vizsgélatot abbol a célbdl végeztiik, hogy megha-
tarozzuk a Pn-Ps konjugatum vakcindk T-sejtfiiggGsé-
gét/immunogenicitasit egerek esetében. Ezt a modellt
adoptaltuk, mivel a 2 évnél fiatalabb koru gyermekek
altalaban megfelelS valaszt adnak a T-fiiggd antigének-
re. Az athymusos egerek abnormalis tymus apitélimmal
rendelkeznek, és ily médon a T-fiiggé antigénekkel
szembeni valaszuk szignifikinsan kevesebb, mint a ha-
sonlé normal ivadékoké.

A vakcinakészitményt higitjuk 0,5 pg poliszacha-
ridnak megfeleld mennyiségben, és ezt intraperitonea-
lisan kifejlett athymusos egereknek (nu/nu), valamint
ezek kontroll normal ivadékaiknak (nu/+) adagoljuk 0.,
7. és 28. napon. Az egereket 1 héttel késGbb elvéreztet-
jik, és az egyes szérumokat vizsgaljuk az antitestva-
laszra radioimmun vizsgalattal (RIA).

A RIA-vizsgalatnal mindegyik szérumot C!4 jelzett
Pn-Ps-sel kombinaljuk. Minden képz8dott antigén-anti-
test komplexet ezutén telitett ammonium-szulfattal ki-
csapunk, és a mintakat béta-szamlaloval 1 percen at sza-
moljuk. A vizsgalat soran a kovetkez6 konjugatumokat
vizsgaltuk: Pn6B-Ps—OMPC, Pnl14-Ps—-OMPC,
Pn19F-Ps—OMPC, Pn23F-Ps—OMPC, Pnl8C-Ps és
Pn4-Ps és azt dllapitottuk meg, hogy mindegyik jo T-sejt
stimulélast valt ki az nu/+ egereknél.

12. példa

A Pn-Ps konjugdtumok immunogenicitasa gyer-

mek rhesus majmoknal

A vizsgélatot annak érdekében végeztiik, hogy meg-
allapitsuk a Pn-Ps—OMPC vagy Pn-Ps—MIEP konju-
gétum vakcindk immunogenicitdsat gyermek majmok-
nal mind émlesztett konjugatum, mind tartalyokba tol-
tott konjugatum vakcindk esetében. A gyermek majom
modellrél mar kimutattak korabban, hogy kivalé klini-
kai kisérleti allat a PedvaxHIB konjugdtum vakcina
esetében is [Vella és munkatarsai, Pediatrics, aprilis 5.,
Suppl. 668—675 (1990)], és ily mddon ezt vélasztottuk
modellként a jelen Pn-Ps konjugatum vakcindk kiérté-
keléséhez is.

A kivant dézisu vakcinat intramuszkuldrisan
(0,25 ml mindkét oldalon) injekcié formajaban adagol-
juk a 2—3 honapos gyermek majmoknak a 0. és a 28.
napon. A majmokat ezutan a 0., 28. és 42. napon elvé-
reztetjiik, és a szérumot vizsgaljuk radioimmun vizsga-
lattal az antitestvalaszra.

A RIA-vizsgalatnal a majomszérumokat C!4 jelzett
Pn-Ps-sel kombinaljuk. A képzddott antigén-antitest
komplexeket telitett ammoénium-szulfattal kicsapjuk, és
a mintakat béta-szamlaloval 1 percen at szamoljuk. Az
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immunogén valasz a vakcinaval szemben kielégits, ha a
kisérleti allatok legalabb 50%-anal legalédbb 1 pg anti-
testvalaszt nyeriink a két dozis vakcina beadagolasa
utn.

A kovetkezd vizsgalt konjugatumok esetében megal-
lapitottuk, hogy mindegyik erds antifajta-specifikus
antitestvalaszt valt ki: Pn6B-Ps—OMPC, Pn23F-
Ps—OMPC, Pnl19F-Ps—OMPC, Pnl18C-Ps—OMPC,
Pn4-Ps—OMPC és Pn14-Ps—OMPC. Tovabba a kovet-
kezé konjugatumokat tartalmazé tetravalens kompozi-
ciok igen jo anti-Pn-Ps antitestvalaszt valtanak ki mind a
négy szerotipussal szemben: Pn6B-Ps—-OMPC, Pn23F-
Ps—OMPC, Pn19F-Ps—OMPC, Pn14-Ps—OMPC.

13. példa

A pneumococcus konjugdtumok protektiv hatasa

csincsillaknal

A csincsillaknak szubkutan vagy intramuszkularisan
0, 0,25, 1,0, illetve 4,0 ug Pn6B-Ps—OMPC konjugétu-
mot adagolunk Al(OH), hordozoén adszorbedlva. A csin-
csillakat a 0., 2., 4., 6. és 8. héten elvéreztetjiik. Az
allatokat Streptococcus pneumoniae 6B-vel megfertéz-
ziik 8 héttel az injekciok beadagolasa utan, és a vizsgila-
tokat minden 1-3. napon végezziik otoszkopiaval és
timpanometriaval. A kozépfiilvaladékot tenyésztésre le-
szivjuk, és az allatokat 2 héttel a fert6zést kGveten ledl-
Jik. A ledlt allatokat kozépfiil-hisztopatologiara vizsgal-
Juk. A haldlozas 60%-os volt azon allatoknal, akik nem
kaptak konjugatumot, mig a legalacsonyabb dozis eseté-
ben is a haldlozas 0%-ra csokkent. Nem alakult ki véde-
lem a gennyes kozépfiilgyulladassal szemben azon alla-
toknal, amelyek konjugatumot nem kaptak, mig
60—100%-0s védelem alakult ki azoknal az allatoknal,
amelyeknek barmilyen doézisi konjugitumot adagol-
tunk.

14. példa

Anti-pneumococcus immunvalasz 2—5 éves gyer-

mekeknél

2-5 éves gyermekeknek 0,5 vagy 5 ug dozisa
Pn6B-Ps-t adagoltunk, és vizsgaltuk az anti-Pn6B-Ps
antitesteket RIA- és ELISA-moédszerekkel. Szignifi-
kéns novekedést allapitottunk meg az anti-Pn6B-Ps an-
titestekre vonatkozoan.

15. példa

Pneumococcus poliszacharidok sebesség-

nefelometrids vizsgalata

A vizsgalat célja a konjugatumkészitményeknél, va-
lamint a szabad Pn-Ps esetében a poliszacharid-tar-
talom, valamint az antigenicitasi index meghatirozésa
sebességnefelometridval.

A sebességnefelometriahoz szitkséges standard
gorbe tartomanya a kiilonb6z6 Pn-Ps poliszacharidok
esetében kiilonbozik a vilasz/Pn-Ps tdmegegységet ille-
tden, és a valasz vs Pn-Ps antigénkoncentracié gorbe
linearis szakasza mas minden Pn-Ps esetében. Az itt
megadott példa szerinti eljaras specifikus a Pn6B kon-
jugatumokra, és sziikségeszerGen nem alkalmazhato
mas tipusu Pn-Ps konjugatumok esetében. Tovabba az
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aluminium-oxidon adszorbedlt mintakat és a megfeleld
standardjait 3%-os natrium-citrattal higitottuk a 0,9%-
os natrium-klorid helyett. A vizes konjugdtummintakat
¢és standardokat (azaz nem az adszorbealt mintakat)
0,9%-0s natrium-kloriddal higitottuk, majd tovabbi hi-
gitdsokat végeztiink azon koncentracioértékekre, ame-
lyek véarhatéan a standard gorbe tartomanyan beliil
estek.

A) Reagensek:

Sooldat: 0,9% vizes NaCl

Anti-Pn-Ps szérum: antiszérum (Health Research

Inc., Albany, NY) 30-szorosra
higitva s6oldattal

Standardok:

3878 ug/ml térzsoldatbdl, amelynek a koncentracio-
jat a poliszacharidokra ismert fenol-kénsav vizsgalattal
hat&roztuk meg, 1,0, 2,0, 2,5, 3,0 és 4,0 mcg/ml Pn-Ps
konjugatumoldatokat higitottunk.

Vizsgalati minta :

3%-os natrium-citrat térzsoldattal végzett higitassal
készitiink.

b) Eljaras

A mintakat és a standardokat Beckman ICS sebes-
ségnefelométerrel vizsgaltuk két parhuzamos méréssel.
Meghatéroztuk a mintak koncentracioit a standard gor-
bék alapjan, a koncentracidértékeket a higitasi faktorral
megszoroztuk, és atlagoltuk a kapott értékeket minden
minta esetében.

Mint mér a fentickben emlitettiik, ezen meghataro-

oo

70% alatti érték volt, nem alkalmaztuk konjugéalashoz
annak érdekében, hogy a felhasznalasra keriild Pn-Ps a
kivant immunoldgiai jellemzdket biztositsa.

16. példa

MIEP-t kédolé genom DNS klonozdsa

Koériilbeliil 0,1 g fenollal inaktivalt N. meningitidis
sejtet (lasd 1. példa) friss cs8be helyeziink. A fenollal
inaktivalt sejteket 567 ul TE-pufferben (10 mmol Tris-
HCI, 1 mmol EDTA, pH=38) reszuszpendalunk, a re-
szuszpendalt sejtekhez 30 pl 10%-o0s SDS-t és 3 pl
lunk. A sejteket elkeverjiik, és 37 °C homérsékleten
1 éran at inkubaljuk, majd hozzdadunk 100 ul 5 mélos
NaCl-oldatot, majd alaposan elkeverjiik. Ezutan 80 ul
1%-0s cetil-trimetil-ammoénium-bromid-oldatot
(CTAB) adagolunk 0,7 moélos NaCl-ben, j6l elkeverjiik,
és 65 °C hémérsékleten 10 percig melegitjiik. Ezutan
azonos térfogata (korilbelil 0,7-0,8 ml) kloro-
form/izoamil-alkohol elegyet (24:1 arany) adagolunk,
jol elkeverjiik, és a kapott elegyet 10000 G mellett
5 percen at centrifugaljuk. A felsd vizes fazist 0j centri-
fugalocsdbe tesszilk, és a szerves fazist eldobjuk.
Azonos térfogatii fenol/kloroform/izoamil-alkoholt
(25:24:1) adagolnak a vizes fazishoz, elkeverjik, ¢€s
10000 G mellett 5 percen at centrifugaljuk. A felsé vi-
zes fazist Gj csébe vissziik, hozzaadunk 0,6 térfogatnyi
(koriilbeliil 420 pl) izopropil-alkoholt, jol elkeverjik,
¢és a kicsapodott DNS-t 10000 G mellett 10 percen at
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centrifugaljuk. A feliiliszé folyadékot eldobjuk, a pel-
leteket 70%-os etanollal mossuk, szaritjuk, 100 pul TE-
pufferben reszuszpendaljuk, az igy kapott termék N.
meningitidis genom DNS.

Két DNS oligonukleotidot szintetizalunk, amely
megfelel a MIEP gén 5° és 3’ végének [Murakai, E. C.
€s munkatéarsai (1989), Infection and Immunity, 57,
2318-23]. A MIEP gén 5° végére specifikus DNS
oligonukleotid-szekvencidja a kovetkez: 5°—ACT-
AGTTGCAATGAAAAAATVVVTG-3’, a MIEP gén
3’ végére pedig a kovetkez6: 5°-GAATTCAGAT-
TAGGAATTTGTT-3’. Ezeket a DNS oligonukleoti-
dokat alkalmazzuk primerként a MIEP gén polimeraz
léncreakcié (PCR) kibGvitéshez 10 ng N. meningitis
genom DNS felhasznéldsaval. A PCR-bgvitési 1épést a
gyarté cég altal javasolt modon végezziik (Perkin El-
mer).

A kibévitett MIEP DNS-t ezutan Spel és EcoRI
restrikcids endonukleazokkal emésztjik. Az 1,3 kb
DNS-fragmenst, amely a MIEP komplett kodolo szaka-
szét tartalmazza, elektroforézissel 1,5% agar6zgélen el-
valasztjuk, és a gélrdl elektroelicioval kinyerjiikk [Cur-
rent Protocols in Molecular Biology (1987), Ausubel,
R. M, Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Smith,
J. A., Seidman, J. G. és Struhk, K., kiado: Greene
Publishing Assoc.].

A pUC-19-plazmidvektort Spel és EcoRI enzimek-
kel emésztjilk. A géllel tisztitott Spel-EcoRI MIEP
DNS-t az Spel-EcoRI-emésztett pUC—19-vektorba
ligaljuk, és ezt alkalmazzuk az E. coli DHS torzs transz-
formadlasra. A transzformansokat tartalmazé pUC-19-
vektort, amely az 1,3 kb MIEP DNS-t tartalmazza, rest-
rikcios endonukledz térképezéssel azonositjuk, és a MIEP
DNS-t szekvenaljuk az azonositas érdekében. A megfele-
16 inszertet tartalmazé plazmidot pUC-19-MIEP-
plazmidnak nevezziik.

17. példa

A pCl/1.Gal10p(B)ADH]I, vektor megalkotisa

A Gall0 promotert az YEp52-plazmidbol [Broach
¢és munkatarsai (1983), Experimental Manipulation of
Gene Expression, Inouye, M, Academic Press, 83-117]
izolaljuk géltisztitassal, amelyhez a 0,5 kbp fragmenst
alkalmazzuk, amelyet Sau 3A és HindIll enzimekkel
val6é hasitds utan nyertiink. Az ADHI1 terminétort a
pGAP.tADH2 [Kniskern és munkatarsai (1986), Gene,
46, 135-141] vektorrol izolaljuk géltisztitassal a
0,35 kbp fragmens felhasznalasdval, amelyet HindIII és
Spel enzimekkel valo hasitdssal nyertiink. A két frag-
menst T4 DNS ligazzal ligaljuk a géllel tisztitott
pUC18AHindIII-vektorhoz (a HindIII helyet pUCI18
HindIII enzimmel valé emésztésével eliminaljuk, az E.
coli DNS polimeraz I Klenov-fragmensével tompa vé-
get alakitunk ki, és T4 DNS ligazzal ligaljuk), amelyet
el6z6leg BamHI és Sphl enzimekkel emésztettiink a
pGall10—tADHI parentalis vektor kialakitasdra. Ennek
van egy egyediildlldo HindIII klénozd helye a
Gall10p.ADH]I, kapcsolasanal.

Az egyediilallé HindlIII klonozo helyet atcseréljiik
egyediilalld BamHI klonozo6 helyre a pGall0.tADHI1
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HindIII enzimmel valé emésztésével, a hasitott DNS-t
géllel tisztitjuk, ligaljuk a T4 DNS ligiz alkalmazasaval
a kovetkezé HindIII-BamHI linkerhez:
5’-~AGCTCGGATCCG-3’
3’ - GCCTAGGCTCGA-5’

A kapott pGal10(B)tADH1-plazmidbél hidnyzik a
HindIII hely, és egy egyediilallé BamHI klonozo helyet
tartalmaz.

A GallOp.tADHI-fragmenst a Gal10.(B)tADH1-
plazmidbol Smal és Sphl enzimekkel valé emésztés-
sel izolaljuk, T4 DNS polimerazzal tompa véget alaki-
tunk ki, és gélen tisztitjuk. A pCI1/I élesztd shuttle
vektort [Brake és munkatirsai (1984), Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 81, 4642-4646] Sphl enzimmel
emésztjiik, T4 DNS polimerazzal tompa véget alaki-
tunk ki, és a kapott fragmenst a vektorhoz ligaljuk
T4 DNS ligazzal. A ligalasi reakcidkeveréket alkal-
mazzuk ezutdn az E. coli HB101 sejtek transzfor-
malasra az ampicillin rezisztencia kialakitdsara, és a
transzformansokat a 32P-jelzett HindIII-BamHI
linker egy szaldnak hibridizalasaval valasztjuk ki. Az
uj vektorkonstrukci6ét [pC1/1.GallOp(B)ADHTI,]
HindIIl és BamHI enzimekkel valé emésztéssel iga-
zoljuk.

18. példa

Az éleszté MIEP expresszios vektor megalkotdsa

MIEP + Leader DNA-szekvencidk felhasznaldsdval

A MIEP komplett kédold szakaszat tartalmazd
DNS-fragmenst a pUC19.MIEP 7 SPel és EcoRI enzi-
mekkel valo emésztésével nyerjilk, a MIEP DNS-t gé-
len tisztitjuk, és T4 DNS polimerazzal tompa végiivé
alakitjuk.

A pC1/1.Gall0p(B)ADH]I, éleszt8 belsG expresszios
vektort BamHI enzimmel emésztjiik, borjibél alkalikus
foszfatdzzal defoszforilezzitk, T4 DNS polimerazzal
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tompa végiivé alakitjuk, és a DNS-t gélen tisztitjuk a nem
hasitott vektor eltavolitasara.

A MIEP 1,1 kbp tompa végii fragmensét a tompa
végl pC1/1.Gall0p(B)ADH]1,-vektorhoz ligaljuk, a
ligalasi reakcidkeveréket alkalmazzuk a kompetens E.
coli DHS sejtek ampicillin rezisztencidva valé transz-
formalasra. A transzformaldsokat a 32P-jelzett oligo-
nukleotidokhoz valé hibridizacioval valasztjuk ki:

5’...AAGCTCGGATCCTAGTTGCAATG...3’,
amelyet emésztiink, hogy homoldg legyen a MIEP-vek-
tor kapcsolast athidalo szekvencidkkal. A DNS-készit-
ményeket a hibridizaciora pozitiv transzformansokbol
készitjiik, és Kpnl és Sall enzimekkel emésztjiik annak
igazolasara, hogy a MIEP-fragmens a megfelel orien-
ticioban volt a Gal10 promoterrdl valé expressziohoz.
A DNS-konstrukcié tovabbi igazolasat nyerjiik a di-
dezoxi-szekvenalassal a Gal 10 promotertS] a MIEP ko-
dol6 szakaszba.

A MIEP transzformansokkal valé expresszidjat a
Western blot-analizissel mutatjuk ki. A transzforman-
sokban képz6dott rekombinans MIEP egyiitt vandorol a
poliakrilamid gélen az OMPC-bél nyert MIEP-vel és
immunoldgiailag reakcioképes a MIEP-re specifikus
antitestekkel.

19. példa

Az élesztd MIEP expresszids vektor megalkotdsa

az 5 -modositott MIEP DNS-szekvencidval

A polimeraz lancreakci6 (PCR) eljarassal HindII he-
lyet tartalmazé DNS oligonukleotidot allitunk el8,
amely a kovetkez6bdl all: konzervalt éleszté 5° nem
transzlalt leader (NTL), metionin indit6 kodon (ATG)
(az érett MIEP els6 89 kodonja az Asp-vel kezd3dden a
+20 helyzetben) és egy Kpnl hely (a +89 helyzetben).
A PCR eljarést a gyart6 cég (Perkin Elmer Cetus) el8ira-
sai szerint végeztiik, templatként pUC19MIEP42#7 és
primerként a kovetkez6 DNS oligomereket alkalmazva:

S’CTAAGCTTAACAAAATGGACGTTACCTTGTACGGTACAATT3’ és
5’ACGGTACCGAAGCCGCCTTTCAAGY’

A MIEP klén 5’ szakaszédnak eltdvolitasdra
pUCI19MIEP42#7-plazmidot Kpnl és HindIII enzimek-
kel emésztettiik, és a 3,4 kbp vektorfragmenst agardz-
gélen tisztitjuk. A 280 bp PCR-fragmenst Kpnl és
HindIII enzimeket emésztjiik, agardzgélen tisztitjuk, és
a 3,4 kbp vektorfragmenssel ligaljuk. Az E. coli
HB101 (BRL) transzformansokat DNS oligonukleotid
hibridizaci6val valasztjuk ki, és a pozitiv transzforman-
sokbdl szarmazd DNS-eket restrikcids enzim emésztés-
sel analizaljuk. Azért, hogy megbizonyosodjunk, hogy
a PCR Iépés alatt mutansok nem keriiltek bevezetésre, a
pozitiv transzformansok 280 bp PCR-b6l szarmazd
DNS-ét szekvenaltunk. A kapott plazmid tartalmazza a
HindIII-Ecol inszertumot, amely az NTL élesztot,
ATG kodont és a MIEP teljes leolvasasi keretét (ORF)
tartalmazza az Asp kodonnal kezdddfen (amino-
sav+20).

Az éleszté MIEP expresszids vektorokat a kdvetkez6-
képpen allitjuk el6: a pGAL10/pC1/1- és pGAP/pC1/1-

45

50

55

60

27

vektorokat [Vlasuk, G. P. és munkatarsai (1989), J. B. C,,
264, 12, 10612, 112] BamHI enzimmel emésztjiik, a
polimerdz I DNS Klenov-fragmensével siillyesztett végi-
vé alakitjuk, és borjubél alkalikus foszfatazzal defosz-
forilezziik. A kapott linearis vektorokat Klenovval kezelt
és géltisztitott, fentiek szerint nyert HindIII-EcoRI-
fragmenssel ligljuk, amely tartalmazza az éleszté NTL,
ATG tagokat, valamint a MIEP ORF tagjat, ily médon
nyerjik a pGall0/pCl/1-MIEP- és pGAP/pC1/1—
MIEP-vektorokat.

A Saccharomyces cerevisiae U9 (gall0pgal4-) tor-
zset a pGall0/pCl/1-MIEP-plazmiddal transzformal-
juk. A rekombinans klonokat izolaljuk, és a MIEP
expresszidjara vizsgaljuk. A klénokat 37 °C hémérsék-
leten szintetikus kozegben (leu-) razéssal tenyésztjik,
amely kozeg 2 t/tf% gliikozt tartalmaz, a tenyésztést
korilbeliil 6 ODggq értékig végezziikk. Ezutan 2 t/tf%
mennyiségben galaktozt adagolunk a MIEP expresszio-
janak meginditasara a Gal 10 promoterrél. A sejteket a
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galaktozos indukcié utan tovabbi 45 érdn it tenyészt-
jiik, koriilbeliil ODgy..q értékig. A sejteket ezutdn cent-
rifugélassal elvalasztjuk, a sejtpelletet desztillalt vizzel
mossuk, és fagyasztjuk.

Western blot-analizis rekombindns MIEP-hez

Annak megallapitisara, hogy az éleszt6 a MIEP-t
expresszilja, Western blot-analizist végziink, ehhez
20%, 1 mm, 10-15 lyukd Novex Laemmli géleket al-
kalmazunk. Az élesztGsejteket iveggyongyok felhasz-
nalasaval vizben Gsszetorjiik [a miveletnél 2% mennyi-
ségben natrium-dodecil-szulfatot (SDS) hasznalha-
tunk]. A sejttormeléket 10 000 G mellett 1 perces cent-
rifugalassal eltavolitjuk.

A feliilisz6 folyadékot pufferrel elkeverjiik, mint
azt a MIEP poliakrilamidos gél tisztitasanal leirtuk.
A mintékat 35 mA mellett futtatjuk, referencia kontroll-
ként OMPC-t alkalmazva, a futtatast addig végezziik,
amig a bromfenolkék marker a gélbdl kifut.

A proteineket 0,45 um porusméretii nitrocelluloz
papirra vissziik Novex transzfer berendezés alkalmaza-
saval. Atvitel utan a nitrocelluléz papirt 5%-os szarvas-
marha szérum albuminnal foszfats6 pufferben 1 6ran at
blokkoljuk, majd 15 ml 1:1000 higitdsi nyal anti-
MIEP antiszérumot (ismert eljarasok szerint géltisztitott
MIEP immunizalasaval eléallitva) adagolunk. A keve-
réket 1 éjszakan at szobahOmérsékleten inkubaljuk,
majd hozzdadunk 15 ml 1:1000 higitisa alkalikus
foszfatazzal konjugalt kecske anti-nyul IgG-t. A keve-
réket 2 oran 4t inkubaljuk, majd a foltot kifejlesztjiik
[Fast Red TR s6 (Sigma) és naftol-AS-MX foszfataz
(Sigma)].

20. példa

Rekombindns MIEP bakteridlis expresszioja

Az 1,3 kbp MIEP gént tartalmazé pUC19-MIEP-
plazmidot Spel és EcoRI restrikcios endonukleazokkal
emésztjiik. Az 1,1 kbp fragmenst izolaljuk, és ismert
moédon agar6z gélen tisztitjuk. A két cistron TAC
promotert és az egyediil allo EcoRI helyet tartalmazé
pTACSD-plazmidot EcoRI enzimmel emésztjiik. Mind
az 1,3 kbp MIEP DNS-en, mind a pTACSD-vektoron
tompa végeket alakitunk ki T4 DNS polimeraz
(Boehringer Mannheim) alkalmazaséval a gyarté cég
elGirasai szerint. A tompa végi 1,3 kbp MIEP DNS-t
ezutén a tompa végil vektorhoz ligaljuk T4 DNS ligaz
(Boehringer Mannheim) alkalmazédsaval a gyartd cég
utasitdsai szerint. Az igy ligalt DNS-t alkalmazzuk az
E. coli DH5aIQMAX (BRL) torzs transzformalésara a
gyartd cég elbirasai szerint. A transzformalt sejteket
agarlemezre vissziik, amely 25 pug kanamicint és 50 ug
penicillint tartalmaz ml-enként, és 15 6rdn at 37 °C
hdmérsékleten inkubadljuk. A DNS oligonukleotidot,
amelynek szekvencidja homolég a MIEP-vel 32P-vel
jeloljiik, és alkalmazzuk standard DNS hibridizaciés
technikat alkalmazva a nitrocelluléz sziird kivalaszta-
sara, amelyek a transzformansok lemezeirdl lizalt, de-
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A MIEP expresszidjat a transzforménsokkal Wes-
tern blot-analizissel mutatjuk ki. A transzformansokban
nyert rekombinans MIEP egyiitt vandorol a poliakril-
amid gélben az OMPC-bél nyert MIEP-vel, és immu-
noldgiailag reakcioképes, a MIEP-re specifikus antites-
tekkel.

21. példa

Pn-Ps konjugdlasa N. meningitidis MIEP-hez

A kémiai konjugalast a 4882317 szamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban ismertetett
eljaras szerint végezziik.

10 mg MIEP-t 3 ml 0,1 mélos boratpufferben, pH
11,5, elkeveriink 10 mg etilén-diamin-tetraccetsav-
dinitriumsoval (EDTA Sigma Chemicals) és 4 g ditio-
treitollal (Sigma Chemicals). A kapott proteinoldatot
nitrogéngazzal atoblitjlik, majd hozzaadunk 125 mg N-
acetil-homocisztein-tiolaktont (Aldrich Chemicals), és
a kapott keveréket szobahdmérsékleten 16 oran at
inkubéljuk. A keveréket ezutan nitrogéngéazban kétszer
dializaljuk 1 1 0,12 molos boratpufferrel szemben,
pH=9,5, amely 4 mmol EDTA-t is tartalmaz, a dializist
24 6ran at szobahdmérsékleten végezziik. A tiolezett
proteint ezutan tioltartalomra vizsgaljuk Ellman-féle re-
agens alkalmazasaval (Sigma Chemicals), majd a prote-
inkoncentraciot Bradford-reagenssel (Pierce Chemi-
cals) hatarozzuk meg. A MIEP és Pn-Ps konjugélashoz
brém-acetilezett Ps-t adagolunk 1,5-szeres feleslegben
(t/t) a MIEP-oldathoz, és a pH értékét 1 n natrium-hid-
roxiddal 9-9,5 koz6tti értekre beallitjuk. A keveréket
ezutn nitrogénatmoszféraban 6—8 6ran at szobahémér-
sékleten inkubaljuk, majd ezutdn 25 pmol N-acetil-
ciszteamint (Chemical Dynamics) adagolunk, és a ke-
veréket tovabbi 18 éran 4t hagyjuk allni nitrogénat-
moszféraban szobah6mérsékleten. A kapott konjuga-
tumoldatot ezutan 1 n sésavval megsavanyitjuk
pH=3-4 ko6z6tti értékig, majd 10000 G értékig centri-
fugdljuk. A feliilaszo6 folyadékbdl 1 ml-t adagolunk
FPLC Superose 6B toltetii oszlopra (1,6x50 cm,
Pharmacia), és a konjugatumot (Pn-Ps—MIEP) tartal-
maz6 PBS-sel eludljuk. A poliszacharid-protein konju-
gatumokat tartalmazo6 frakcidkat dsszegytjtjlik, a kon-
jugatumoldatot 0,22 um-es szirdn szdrjiik sterilizélas
céljabol.

22. példa

A Pn-Ps—MIEP konjugdtumok

immunogenicitisanak kimutatdsa

Immunizalds: Him Balc/c egereket (Charles River,
Wilmington) immunizalunk kovalens kotéssel konju-
gélt Pn-Ps—MIEP-el, 2,5 pg Pn-Ps alkalmazéasaval
0,5 ml eléformazott aluminium-hidroxidon. A kontroll
egereket hasonlé mennyiségl Pn-Ps adagoldsdval im-
munizaltuk, amelyet Pn-Ps—CRM [Anderson, M. E. és
munkatarsai (1985), J. Pediatrics, 107, 346—351] for-
méban (2,5 ug Pn-Ps/6,25 ug CRM, a human doézis Y-
e), Pn-Ps—DT forméjaban (DT 2,5 pg Pn-Ps/1,8 pg
DT, a human dozis Yie-¢, igy a Pn-Ps konstans mennyi-
ségekben keriil felhasznalasra) és Pn-Ps—OMPC forma-
jaban (2,5 pg Pn-Ps/30 pg OMPC, a humdn dozis Y-¢).
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6-13,5 hetes gyermek rhesus majmokat immunizal-
tunk aluminium-hidroxid hordozén adszorbealt Pn-
Ps—MIEP konjugatummal. Minden majomnak 0,25 ml
konjugatumot adagoltunk két kiilonb6zd helyen injek-
cié utjan, osszesen 0,5 ml dozisban. A majmokat a 0.,
28. és 56. napon immunizaltuk, és a vérmintdkat
2—4 hetenként vettiik.

Az antitestvalaszokat ELISA-modszerrel mérjiik,
amellyel megkiilonboztetjiik az immunoglobinvalaszok
osztalyat és alosztalyat. RIA-analizist is alkalmazunk, ez-
zel mennyiségileg meghatarozzuk az §ssz anti-Pn-Ps an-
titest mennyiséget, és értékeljiik a majmok valaszat.

A Pn-Ps—MIEP konjugatumok alkalmasak az im-
munvélasz kivaltasira egereknél IgG anti-Pn-Ps anti-
testtel, és memoriavalasz kivaltasara is alkalmasak. Ez
ellentétben van a Pn-Ps—CRM ¢és Pn-Ps—Dt konjuga-
tumokkal, amelyeknél értékelhetd anti-Pn-Ps antitest-
kivaltas nincs. igy a MIEP immunolég hordoz6 protein-
ként szolgal a Pn-Ps szamara, és képes anti-Pn-Ps anti-
testvalasz kivaltasara, ha Pn-Ps antigénhez kovalens ko-
téssel kapcsolodik. A tisztitott MIEP ily modon hatésos
immunolég hordozé proteinként alkalmazhato a hetero-
gén OMPC helyett bakteridlis poliszacharid kon-
jugatum vakcinak el6allitdsanal.

23. példa

A Pn-Ps készitmények C-poliszacharid tartalma-

nak kvantitativ meghatdirozdsa

Kiilénbz6 modszereket dolgoztunk ki a C-polisza-
charid kvantitativ meghatarozaséra, ez a médszer lehet
NMR-, enzimatikus vagy kromatografids modszer. Eb-
ben a példaban a kolin (C—Ps komponens) kromatogra-
fias elvalasztasat végezziik a hidrolizalt Pn-Ps-tdl, és a
modszert mas modszerekkel 6sszehasonlitjuk. A kolint
kationcseréld oszlopon vilasztjuk el, és a detektalast
elnyomott konduktivitdsméréssel végezziik.

A Pn-Ps mintékat teljesen elhidrolizaljuk 36%-os
hidrogén-fluorid-savval 2 6ran at 45—-65 °C hémérsék-
leten végzett, majd 2 molos trifluor-ecetsavval 16 6ran
at 100 °C hémérsékleten végzett kezeléssel. A hidroli-
zist kdvetéen 200—-300 pg mintat injektalunk a Dionex
BioLC kromatografrendszerbe, amelynél Ominpac
PCX-500 analitikai és védboszlopot, Ion Pac CTC-1
kationmegkotd oszlopot, CMMS—-2 Micromembrane
Suppressort alkalmazunk, amelyet 5 mmolos tetrabutil-
ammonium-hidroxiddal regeneralunk (10 ml/perc) a
konduktivitds mérésére szolgalé detektor 1 psiemens
érzékenységli. A mintat izokratikusan elualjuk 5%
200 mmol HC], 5% 20%-os acetonitril, 85% pQ viz,
5% 20 mmol diamino-propionsav alkalmazésaval.
A kolint éles cstics formajaban eludljuk kériilbeliil
10 perc utan.

Ezzel a modszerrel analizaltuk a tisztitott C—Ps (be-
szerzés: Statens Serum Institute) kolintartalmat, és
5,4 tomeg% mennyiséget hatdroztunk meg. Ez az érték
egyezik a CPS kolintartalméaval kapcsolatban publikalt
értékkel.

Ezt az értéket alkalmaztuk a kiillonbdzé Pn-Ps ké-
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megértékekre atszamolva. Az 5,4 tomeg% kolintarta-
lom 4talakitasaval szamoltuk a C—Ps tdmegmennyisé-
geit. A 3% feletti C—Ps koncentricidértékeket konjugi-
ciora nem alkalmasnak mindsitettilk. A kévetkezd tb-
lazatban Osszefoglaljuk ezen mddszer, valamint az
NMR- ¢s enzimatikus modszerek Osszefliggéseit, és
megallapitjuk a kiilonb6z8 tisztasagi Pn-Ps mennyisé-
gek jellemzd C—Ps-tartalmit.

Minta NMR Enzimatikus HPLC

Pn6B-Ps 20% N.D. 18,4%

Pn6B-Ps 1,6% 0,3-1,0% 1,2%

Pn23F-Ps N.D. 2,8% 3,7%

Pn14-Ps 2,9% 2,4% 3,2%

Pni9F-Ps 2,7% 2,6% 2,6%
24. példa

Részlegesen hidrolizalt tisztitott Pnl8C-Ps készit-

meény eloallitasa

1. Ultrahangos hidrolizis: 3 g Pn18C-Ps poranyagot
1200 ml séoldatban (0,9% natrium-klorid) feloldunk ke-
verés kozben szobahmérsékleten 3—4 Oran 4t, majd le-
fedjiik, és 1 éjszakan at 4 °C hSémérsékleten taroljuk.
A kapott oldatot ezutan milanyag edényben ultrahanggal
kezeljiik jégfiirdén Branson Sonifier késziilék alkalma-
zaséval (0,5-es inch minta, 8-as allas), 20 perces inter-
vallumokkal (5 perces loketekkel) Gsszesen 40 percen at.
A viszkozitast minden intervallum utan ellendrizziik.
40 perc utan tovabbi 10 perces ultrahangos kezelést vég-
ziink az 1,218 ¢St viszkozitasérték elérése érdekében.
A hidrolizalt mintat ezutan (1188 ml) szobahGmérsék-
letre beallitjuk, és hozzaadunk 59,2 g natrium-acetat rea-
genst, igy a végsd koncentracid 3 t/tf% lett.

2. Szerologiai proba: az izopropanolos (IPA) frak-
cionalasi proba, valamint az antitest-iranyitott végpont
Nephelose-vizsgalat, amelyet 10 ml-es mintdkon vé-
geztiink, kimutatta, hogy a Pn18C-Ps 40—-50% IPA-tar-
talomnal csap6dna ki.

3. Els6 IPA-adagolds: a hidrolizalt mintahoz (el6z6
1. 1épésbdl nyerve, 1200 ml) 894 m] IPA-t adagolunk
cseppenként keverés kozben szobahSmérsékleten, igy
az [PA-tartalom 42,7%. A mintat 15-30 percen at ke-
verjiik, majd centrifugaljuk 1100 G mellett 30 percen at
(Beckman JA-10 rotor, 8000 fordulat/perc, 20 °C).
A kapott pelletet vizmentes etanollal elkeverjiik
250 ml-es Omnimix edényben, majd 60 ml-es szinterelt
gaztdlcséren atszirjiik, a csapadékot kozvetleniil a tol-
cséren vizmentes etanollal, majd acetonnal mossuk, va-
kuumban szaritjuk, CaSO,-en (Drierite), szobahémér-
sékleten szaritjuk az analizis céljara.

4. Masodik IPA-adagolas és intermedier termék ki-
nyerése: a 42,7%-o0s IPA feliilisz6 folyadékhoz (3. 1é-
pés, 2015 mi) 92,0 ml IPA-t adagolunk cseppenként,
szobahémérsékleten keverés kdzben, és igy az IPA-tar-
talmat 45,2%-ra beallitjuk. A mintat ezutdn allni hagy-
juk, majd a 3. lépésben leirtak szerint centrifugaljuk.
A kapott pelletet pépesitjiik, szfirjiik, mossuk a 3. 1épés-
ben leirtak szerint. Ily médon 1609 mg Pn18C-Ps inter-
mediert nyeriink.

5. Dializis és liofilizalas: az el6z6 4. 1épés szerint
nyert termékbdl 1612,5 mg-ot feloldunk 645 ml desztil-
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1alt vizben szobahémérsékleten 2 6ran 4t, majd az olda-
tot (2,5 mg/ml) dializiscsGbe vissziik (12000 My, cut-
off érték, 45 mm), és dializaljuk desztillalt vizzel szem-
ben 4 °C hémérsékleten 30 6ran 4t két tovabbi vizeseré-
vel. Ezutan a mintat liofilizal6é edénybe vissziik, szaraz-
jég/metanol fiirdén megfagyasztjuk, és Virtis (Freeze-
mobile) tipust liofilizaléban 2—3 napon at liofilizaljuk.
Ily médon 14 878 mg Ps végterméket nyeriink.

25. példa

S. pneumoniae 18C—OMPC konjugdtum, Pnl§-

Ps-OMPC

A) Dowex 50X2 (200—400 mesh) tetrabutil-ammo-
nium gyanta eléallitdsa {Dowex 50 (Bu,N*)]

500 g Dowex 50X2 (200—400 mesh, H+ forma)
gyantat feliszapolunk vizben, majd oszlopra adagoljuk,
és egymast kdvetSen a kovetkezGkkel mossuk: 1.
600 ml H,0O, 2. 1000 ml 6 n HCI, 3. 400 ml H,0, amig
az elfolyo folyadék pH-papirra semleges, 4. 72 g 10%-
os vizes tetrabutil-ammonium-hidroxid, addig, amig az
elfolyo folyadék pH-papirra er8sen alkalikus, 5.
1000 ml H,O semlegességig.

B) Pneumoniae 18C poliszacharid tetrabutil-am-
monium formajanak eléallitasa [Pnl8C
(BusN*)]

60 ml-es Dowex 50X2 Bu, N+ gyantaval toltott osz-
lopot atmosunk 250 ml vizzel. 650 mg csokkentett mo-
lekulatomegG Pn18C poliszacharidot elkeveriink 65 ml
vizzel, és 1 Oran at keverjiik, mialatt gy tiinik, hogy
oldatba megy. Ezt az oldatot felvissziik az oszlopra, és
gravitacioval hagyjuk atfolyni a folyadékot (koriilbeliil
2 6ra, majd vakuumban 1 o6ra). Az oszlopot ezutan
150 ml vizzel atmossuk, az elfolyé folyadékokat egye-
sitjiik, és liofilizaljuk, amikor is 640 mg 18C(Bu,N+)
sot nyeriink. Ebb6l 20 mg-ot NMR-analizis céljara fél-
retesziink.

C) 18C (18C-BuA;) 1,4-butan-diamin-szdrmaze-

kéanak eloallitdsa

630 mg 18C (BuyN+) készitményt elkeveriink
143 ml DMSO-val (dimetil-szulfoxid), és 3,25 6ran at
keverjiik. Ezen id6 alatt a szilard anyag feloldodik, ebbél
1 ml-t eltavolitunk Karl Fischer-féle viztartalom-megha-
tarozasra. Ennél 28,2 pmol H,O/ml értéket talaltunk
(4 mmol &sszesen). Ehhez az oldathoz 165,1 mg kar-
bonil-diimidazolt (CDI) adagolunk, és a kapott oldatot
szobahdmérsékleten 2 oran at keverjiik. Az oldat 1,260 g
1,4-butan-diamin-dihidrokloridot (BuA,.2HCI) tartal-
maz 40 ml vizben, és az oldat pH-jat 2,5 n natrium-hid-
roxiddal 10,2-re beallitjuk. Az igy kapott oldatot jégfiir-
dén lehitjiik, az el8z6ekben nyert DMSQO-oldatot lassan
hozzaadagoljuk, és tovabbi 10 percen at jégfiirdon ke-
verjik. A keverést ezutin még szobahdmeérsékleten
50 percen 4t folytatjuk, majd az oldatot Spectrapor 2 dia-
liziscsBbe vissziik, 14~ magassagban a tet6t8l lezarjuk, és
a folyadékot a kovetkezOkkel szemben dializaljuk: 1.
151pH 7, 0,1 molos NaPO,-puffer 13 6ran at, 2. 151 pH
7, 0,01 moélos NaPO,-puffer 11 oran at, 3. 151 pH 7,
0,01 molos NaPO,-puffer 10,8 oran at, 4. 15 1 H,O
9,5 oran at. A térfogat ekkor 190 ml. Ebbél 7,5 ml alik-
vot részt eltavolitunk, és NMR-vizsgalat céljara kiilon
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liofilizljuk. A visszamaradé 182,5 ml anyagot liofili-
zéljuk, ily modon 416 mg 18C 1,4-butan-diamin-szAr-
mazékot nyeriink (Pn18C—-BuA,). NMR-spektrummal
kimutatjuk, hogy az anyag 100 ismétl6dé poliszacharid
egységre vonatkoztatva 10 butan-diamin-csoportot tar-
talmaz, amelyet a butdn-diamin belsé metiléncsoport-
jainak, valamint a ramnéz metilcsoportjainak rezonan-
ciaintegraljainak dsszehasonlitasaval hatdroztunk meg.

D) 18C brom-acetilezett butan-diamin-szarmazéka-

inak eléallitasa (Pn18C—-BuA,—BrAc)

416 mg 18C—-BuA,-t elkeveriink 36 ml, 0,1 mol,
pH 9,04 pufferrel (Kothoff borat-foszfat), és a teljes
oldatba menetelig keverjiik. Ezutdn 256 mg p-nitro-fe-
nil-brém-acetatot adagolunk 4,48 ml acetonitrilben old-
va, a keveréket 20 6ran 4t 4 °C-on keverjik, majd
Spectrapor 2 csdben a kovetkezokkel szemben dializal-
juk: 1. 15 1 H,O 6 6ran at, 2. 15 1 H,O 6 6réan 4t, 3.
151H,0 6 6ran at. Ennél a pontnal a térfogat 60 ml,
amelyb6l 1,7 ml-t vizsgalatok céljara eltavolitunk
(NMR, Ouchterlony és Viscotek), majd a maradékhoz
2,42 g szaraz, pH=8 foszfatpuffer sét (elballitasa
0,1 mélos pH=8 NaPOy-oldat liofilizdlasaval) adago-
lunk. Oldédas utan az anyagot 0,2 u Corning-sziirn
atszirjiik, amikor is a 18C-BuA,—BrAc pH=38 oldatat
nyerjiik. A sziirést lassan végezziik, és 4 sziir6t alkal-
mazunk.

E) OMPC (N. meningitidis) konjugdldsa Pnl18C—

BuA)—BrAc-hez
t, Outer Membrane Protein Complex (N. meningitidis)
szétosztunk négy darab 25 ml-es centrifugacsében, és
60 Ti tipusa rotorral 43000 fordulat/perc mellett (43 K)
4 °C hémérsékleten 2 6ran at centrifugaljuk. Tiolez6 ke-
veréket készitlink oly médon, hogy 680 mg EDTA (eti-
lén-diamin-tetraecetsav-dinatriumso) és 120 mg ditiotrei-
tolt (DTT) feloldunk 40 ml pH=11,09 Na,B,O,-puffer-
ben, majd hozzdadunk 320 mg N-acetil-homocisztein-
tiolaktont, és az oldatot 0,5 um Corning-sziirén (csésze
tipus) atszfirjiik. A fenti centrifugalasnal kapott pelleteket
5 ml szirt tiolezd keverékkel elkeverjikk (6sszesen
20 ml), majd Dounce-homogenizatorba vissziik, és
reszuszpendaljuk. A csoveket tovabbi 2/10 ml tiolezd ol-
dattal atmossuk egymast kovetden tobbszor, majd az ol-
datokat egyesitjiik, és homogenizaljuk a Dounce-keverd-
ben, és a teljes kapott reszuszpendalt anyagot (40 ml)
100 ml-es gébmblombikba vissziik. Az livegedényt tovab-
bi 20 ml tiolezd oldattal atoblitjiik, és ezt is a reak-
cidedénybe adagoljuk. Ezutin a lombikot szeptummal
lezarjuk, nitrogéngazzal 4toblitjiik Firestone-szelep alkal-
mazasaval, és a reakciokeveréket 18,5 oran at allni hagy-
juk. A 60 ml-es mennyiséget ezutin 4 centrifugacsGben
szétosztjuk, mindegyik tetejére 1 mol KH,PO,-et (vizes)
rétegeziink, és 2 oran at 43 K mellett 4 °C hdmérsékleten
centrifugaljuk. A feliillisz6 folyadékokat eltévolitjuk, a
pelleteket 0,1 mol NaPO, pH=8 pufferben reszuszpen-
daljuk, ily médon 40 ml-es végs6 térfogatot nyeriink. Az
oldatot egyenletesen 22—25 ml-es centrifugacsében szét-
oszlatjuk (polikarbonat), a reakcié livegedényt 10 ml
pH=8 foszfatpufferrel még atoblitjiik, és ezt az &blitd-
folyadékot a centrifugacsé tetejére rétegezziik. Egy mé-
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sodik ultracentrifugalast végziink (2 o6ra, 4 °C, 43 K), a
pelleteket 30 ml pH=8, 0,1 mélos PO,-pufferben
reszuszpendaljuk. Ellman-vizsgalatot végziink, amellyel
Osszesen 24 pmol SH-t mutatunk ki 100 nmol/mg
OMPC-n. A tiolezett proteint ezutan 100 ml-es gomb-
lombikba vissziik, és hozzasziirink 18C—BuA,—-BrAc-
oldatot. A kapott reakciokeveréket (azaz 18C—BuA,—
BrAc + tiolezett OMPC) 89 6ran 4t nitrogéngaz atmosz-
féraban szobahSmérsékieten taroljuk.

A kapott keveréket ezutan a kovetkezSképpen ke-
zeljik: 75 mg N-etil-maleimidet (NEM) feloldunk
5 ml, pH=8, 0,1 mélos NaPO,-pufferben, 0,22 pm-es
sz{irén 4tszirjiik, és 2 ml-t ebbdl az oldatbdl a fenti
reakciokeverékhez adagolunk, és 4 6rdn at allni hagy-
Juk.

Ezutan 0,5 ml N-acetil-ciszteamint feloldunk 2,5 ml
0,1 mélos, pH=8 PO,-pufferben, ezt 0,22 pum-es sz{irén
atszlirjiik, és 1 ml-t ebbdl az oldatbol a fenti reakcio-
keverékhez adagolunk, és 22,5 oran at allni hagyjuk.

A fentiek szerint kezelt terméket ezutan egyenlete-
sen 425 ml-es centrifugilocsében eloszlatunk, raréte-
geziink 8 ml pH=8, 0,1 mol PO,-puffert, 43 K mellett
2 6ran at 4 °C hémérsékleten centrifugaljuk. Ezutin a
feliilaszot eltavolitjuk, a pelleteket Dounce-homogeni-
zatorban TED-pufferrel homogenizaljuk (6sszesen
40 ml), az livegedényt tovabbi 10 ml TED-pufferrel at-
mossuk, és az oldatot két 25 ml-es cs6be vissziik.
A csOveket szobah6mérsékleten 15,25 6rdn at taroljuk,
majd 2 6ran at 43 K-val 24 °C hémérsékleten centrifu-
galjuk. A kapott pelleteket Dounce-homogenizatorban
reszuszpendaljuk, 6sszesen 30 ml TED-pufferrel, majd
két 25 ml centrifugaldcsGbe visszik, az iivegedényeket
tovabbi 25 ml TED-pufferrel atoblitjiik, és 43 K mellett
4 °C hémérsékleten 2 oran at centrifugaljuk. A pelle-
teket 50 ml pH=7 foszfatpufferben reszuszpendaljuk,
és egy harmadik centrifugaldst végziink 43 K mellett
2 6ran at 4 °C hémérsékleten. A pelleteket 82 ml viz-
ben reszuszpendaljuk, és 25,5 ml-es mennyiségben két
50 ml-es miianyag, steril (Falcon) centrifugalocsGbe
adagoljuk. A csoveket 4 °C hémérsékleten 18 oran
at allni hagyjuk, majd a konjugatumprepardtumot
1000 fordulat/perc mellett 3,5 percen at TH rotorban
TJ -6 tipusu centrifugaban centrifugaljuk. A végsé kon-
jugatumszuszpenziot proteinre (Lowry), 18C polisza-
charidra (fenol/kénsav), nem konjugalt poliszacharidra
(méretkizarasos kromatografia—sebességnefelometria)
és aminosavra (Spinco) vizsgaljuk, amikor is a kdvetke-
76 értékeket kapjuk:

Poliszacharid=339 p/ml

Protein=2,57 mg/ml

Szabad poliszacharid: <5% (a kisérleti hibahatar)

S-karboxi-metil-homocisztein/lizin=0,025

S-karboxi-metil-ciszteamin/lizin=0,005

26. példa

Pn4-Ps intermedier eloallitasa

1. Ultrahangos kezelés: 1 g Pn4-Ps poranyagot fel-
oldunk 400 ml s6oldatban (0,9% NaCl) keverés kézben
szobah6mérsékleten 4 6ran at, a kapott oldatot mii-
anyag edényben, jégfiirdn, Branson Sonifier késziilé-
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ken ultrahanggal kezeljiik (0,5 inch minta, 8-as 4llas),
10 perces intervallumokban dsszesen 20 percig. A visz-
kozitast minden intervallum utan ellenérizziik, 20 perc
utan 1,267 cSt végpontviszkozitas-értéket nyeriink.
A hidrolizalt mintat szobah8mérsékletre vissziik, hoz-
zaadunk 18,7 g natrium-acetat reagenst, igy 3 t/tf%
végs6 koncentraciot nyeriink.

2. Szerologiai proba: izopropanolos (IPA) frakcio-
nalasi féliizemi vizsgalatot és antitest-iranyitott végpont
Nephelose-vizsgalatot végziink 110 ml térfogati min-
tan, és megéllapitjuk, hogy a Pn4-Ps 45-55% IPA-tar-
talomnal valna ki.

3. Els6 IPA-adagolas: a hidrolizalt mintahoz (el6z6
1. 1épés szerint eldallitva, 385 ml) 379 ml IPA-t adago-
lunk cseppenként, keverés kozben szobahdmérsékleten,
igy 49,7% IPA-tartalmat nyeriink. A mintdt ezutan
15-30 percen at keverjiik, 11000 G mellett 30 percen
at (Beckman JA-10 rotor, 8000 fordulat/perc, 20 °C)
centrifugaljuk, a kapott pelletet vizmentes etanollal el-
keverjikk 250 mi-es Omnimix edényben, majd 60 ml-es
szinterelt tivegtolcséren atszilirjiik. A csapadékot kdz-
vetleniil a tolcséren vizmentes etanollal, majd acetonnal
mossuk, vikuumban széritjuk CaCl, felett szobahSmér-
sékleten analizis céljara.

4. Masodik IPA-adagolas és a termék kinyerése: a
49,7%-os IPA feliiliszo folyadékhoz (3. 1épés szerint
el@éllitva, 727 ml) 38 ml IPA-t adagolunk cseppenként
keverés kozben szobahémérsékleten, és igy 52,2% IPA-
tartalmat nyeriink. A mintat ezutén &llni hagyjuk, majd
a 3. lépésben leirtak szerint centrifugaljuk, és ugyan-
csak a 3. 1épésben leirtak szerint a pelletet pépesitjiik,
sziirjik, mossuk, és szaritjuk. Ily modon 516 mg Pn4-
Ps terméket nyeriink.

5. Dializis és liofilizalas: 500 mg fentick szerint nyert
Pn-Ps mintat feloldunk 200 ml desztillalt vizben szobahd-
mérsékleten 23 6ran at. A kapott 2,5 mg/ml koncentraci-
6ju oldatot dializiscsébe vissziik (12 000 M,, cutoff érték,
45 mm), és desztillalt vizzel szemben 4 °C hdmérsékleten
27 dran at dializaljuk két tovabbi desztillalt vizcserét vé-
gezve. A mintat ezutin liofilizalo edénybe vissziik, szaraz-
jég/metanol fiirdon fagyasztjuk, majd liofilizaljuk Virtis
(Freezemobile) liofilizaldéban 2—3 napon 4t. Ily modon
491 mg végss Ps terméket nyeriink, K =0,69.

A fentiek alapjan szakember szdmara nyilvanvalo,
hogy mds karboxiltartalmu Pn-Ps altipust, igy példaul a
Pnl-Ps-t vagy Pn5-Ps-t szintén elGallithatunk a fentiek
szerint, és a Pn4-Ps vagy Pn9V-Ps poliszacharidokhoz
hasonldan, amelyek szintén savas poliszacharidok, kon-
jugélhatjuk.

27. példa

S. Pneumoniae Type 4-OMPC konjugdtum (Pn4-

Ps—OMPC) eléallitasa

A) Dowex 50X2 (200—400 mesh) gyanta tetrabutil-

amménium formdjanak eldalltisa [Dowex
50 (Bu,N*)]

500 g Dowex 50X2 gyantat (200—400 mesh, H+
forma) elkeveriink vizzel (CM—66), oszlopra adagol-
juk, és egymast kovetSen a kdvetkezékkel mossuk: 1.
600 ml H,0, 2. 1000 ml 6 n HC], 3. 400 ml H,0, addig,
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amig az elfolyé folyadék pH-papirra semleges, 4. 72 g
10%-o0s vizes tetrabutil-ammoénium-hidroxid-oldat ad-
dig, amig az elfoly6 folyadék pH-papitra erésen lagos,
5. 1000 ml H,O semlegességig.

B) 8. Pneumoniae Type 4 poliszacharid tetrabutil-

ammonium formdjanak eléallitasa [Pn4(BuN+)]

65 ml Dowex 50X2 (Bu,N+) gyantat 120 ml vizzel
oszlopon atmosunk. 400 mg molekulatdmeg-csdkken-
tett Pn4 poliszacharidot elkeveriink 35 ml vizzel, és
20 percen at keverjiik, mialatt ugy tinik, hogy oldat
képz4idik (a keverést 1 éjszakan at folytatjuk). Ezt az
oldatot az oszlopra adagoljuk, és gravitacioval hagyjuk
rajta atfolyni, majd 150 ml vizzel atmossuk, és az elfo-
ly6 folyadékokat egyesitjiik és liofilizaljuk, amikor is
504 mg Pn4 (Bu,N+) sét nyertink.

C) Pn4 1,4-butin-diamin-szarmazékdnak eléallita-

sa (Pn4—Bud,)

97 mg Pnd (BuyN+) poliszacharidot elkeveriink
16 ml DMSO-val (dimetil-szulfoxiddal), és a kapott ol-
datot 52 °C-on 15 percen at keverjiik. Ezen idé alatt a
szildrd anyag feloldodik, majd a kapott oldatot szoba-
hémérsékletre lehfitjiik.

Az igy kapott oldathoz 160 ul DMSO-ban oldott
2 mg karbonil-diimidazolt (CDI) adagolunk, és a kapott
oldatot szobah6mérsékleten 1 oran at keverjiik. 0,5 g
1,4-butdn-diamin-dihidrokloridot (BuA,.2HCI) felol-
dunk 5 ml vizben, és a pH-jat 5 n natrium-hidroxiddal
10,2-re beallitjuk, majd a kapott oldatot jégfiirdon le-
hitjiik. A fentiek szerint nyert DMSO-oldatot ezutin
lassan a hideg BuA,-oldathoz adagoljuk, és 5 percen 4t
jégfiird6n, majd szobahémérsékleten 1 6ran at kever-
jlik, majd az oldatot Spectrapor 2 dializiscsébe adagol-
juk, amelyet a tetejétdl szamitott 4" magassagban leza-
runk, és az anyagot a kdvetkezokkel szemben diali-
zaljuk: 1. 4 1 pH=7, 0,1 molos NaPO,-puffer 15 6rdn
at,2.4 1 pH=7, 0,01 mol NaPOy-puffer 9 6ran 4t,3.41
pH=7, 0,01 mélos NaPO,-puffer 21 6rén at, 4. 41 H,O
20 6rdn at. Az oldatot ezutan liofilizaljuk, amikor is
70 mg Pn41,4-butan-diamin-szarmazékot nyeriink
(Pn4—BuA,). A mintabdl 5 mg-ot NMR-spektroszkopi-
aval vizsgilva megallapitjuk, hogy a poliszacharid
100 ismétldd6 monomer egységre szamitva 22 butén-
diamin-csoportot tartalmaz, amelyet a butin-diamin-
metil-csoportjainak és az N-acetil-metil-csoportjainak
rezonanciaintegraljainak Gsszehasonlitasaval allapitunk
meg.

D) A brém-acetilezett butan-diamin-szarmazék eld-

allitasa (Pn4—Bud,—BrAc)

54 mg Pnd-BuA,-t elkeveriink 5,5 ml, 0,1 moélos
pH=9,04 pufferrel (Kolthoff borat-foszfat), és az oldo-
dasig keverjiik. Ezutan 55 mg p-nitro-fenil-brém-aceta-
tot feloldunk 1 ml acetonitrilben, az el6z8 oldathoz ada-
goljuk, és a kapott keveréket 17 6rén 4t 4 °C h6mérsék-
leten keverjiik. A kapott anyagot Spectrapor 2 dializalo-
csében dializaljuk a kovetkezGkkel szemben: 1. 16 1
H,0 24 6ran at, 2. 16 1 H,O 8 6rén 4t, 3. 16 1 H,0
23 6ran 4t. Ekkor 12,5 ml folyadékot nyeriink, amelybdl
1 ml-t vizsgalatra félretesziink (NMR, Ouchterlony és
Viscotek), majd a maradékhoz 275 mg szaritott
pH=38 foszfatpuffert (el3allitasa 0,1 mol, pH=8 NaPO,-
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oldat liofilizalasaval) adagolunk. A teljes oldddas utan
az anyagot 0,2 u Corning-szlirén atszdrjiik, amikor is a
Pn4-BuA,-BrAc pH=8 oldatat nyerjiik.
E) OMPC (N. meningitidis) konjugadlisa Pn4—
BuA,—BrAc-hez

5 ml 4,324 mg/ml koncentracidja Outer Membrane
Protein Complex-et (N. meningitidis, OMPC) 80 Ti ro-
torral 43 000 fordulat/perc, 4 °C homérsékleten 2 6ran at
centrifugalunk. Tiolez6 keveréket készitiink ugy, hogy
85 mg EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav-natrium-sot)
és 15 mg ditiotreitrolt (DTT) feloldunk 10 ml
pH=11,09 Na,B,0--pufferben, és hozzdadunk 50 mg N-
acetil-homocisztein-tiolaktont, majd a kapott oldatot
0,2 um-es szirdn atszdrjiik. A centrifugélasnal kapott
pelleteket eloszlatjuk 5 ml igy nyert sziirt tiolezé keve-
rékben, majd Dounce-homogenizitorba visszik, €s re-
szuszpendaljuk. A reszuszpendalt anyagot ezutin centri-
fugalocsGbe tesszilk, szeptummal lezarjuk, és nitrogén-
gaz atmoszféra ala helyezziik Firestone-szelep segitségé-
vel. A reakciokeveréket 19 6ran at taroljuk, majd centri-
fugalocsGbe tessziik, és 1 mmol vizes KH,PO,-ct rétege-
ziink 14, és 2 6ran at 43 K mellett 4 °C hémérsékleten
centrifugaljuk. A feliilisz6 folyadékokat eltavolitjuk, és a
pelleteket 10 ml 0,1 moélos NaPO, pH=8 pufferben
reszuszpendaljuk. A kapott oldatot centrifugalocsébe
vissziik, és mésodszor ultracentrifugaljuk (2 6ra, 4 °C,
43 K), majd a pelleteket 11,4 ml Pn4-BuA,—-BrAc-ol-
datban reszuszpendaljuk. Az elvégzett Ellman-vizsgalat-
tal kimutatjuk, hogy az anyag 3,44 umol SH-t tartalmaz,
azaz 158 nmol SH/mg OMPC. A kapott reakciokeveré-
ket, azaz Pn4—BuA,—BrAc + tiolezett OMPC, nitrogén-
gaz ramban tartjuk szobah6mérsékleten 66 6rén at.

A fenti reakcidkeveréket a kovetkez6képpen kezel-
jik: 5 mg N-etil-maleimidet (NEM) feloldunk 1 ml
pH=8, 0,1 molos NaPO,-pufferben, atszirjik 0,22 pm-
es sziir6n, és a fentiek szerinti reakcidkeverékhez adjuk,
majd a kapott anyagot 5 6ran 4t allni hagyjuk. Ezutan
0,1 ml N-acetil-ciszteinamint feloldunk 0,4 ml 0,1 mélos
pH=8 PO,-pufferben, atszlirjiik 0,22 um-es szlirén, és az
¢l6z6 reakcidkeverékhez adjuk, majd 14,5 6rdn 4t allni
hagyjuk.

Az igy kapott reakciokeveréket ezutdn 43 K mellett
4 °C hémérsékleten 2 6ran at centrifugaljuk, a pelle-
teket 8 ml 1X TED-pufferben reszuszpendaljuk, az ol-
datot szobah8mérsékleten 1 éjszakan at allni hagyjuk,
majd 43 K mellett 4 °C hémérsékleten 2 6ran at centri-
fugaljuk. A pelleteket 8 ml TED-pufferben reszuszpen-
daljuk, azonnal ismételten centrifugaljuk 2 6ran 4t 43 K
mellett 4 °C hémérsékleten. A pelleteket 10 ml
pH=70,1 mélos PO,-pufferben reszuszpendaljuk, és is-
mét centrifugiljuk 43 K mellett 4 °C hémérsékleten
2 oran at. A végsé pelletet 7,5 ml H,O-ban szuszpen-
daljuk, 1 éjszakan at 4 °C hémérsékleten allni hagyjuk,
majd a szuszpenziét 1000 fordulat/perc mellett 3 percen
at centrifugaljuk, a feliiliszo a kivant konjugatum.
Vizsgalatok: Lowry-protein: 0,920 mg/ml

Fenol/kénsav vizsgalat: 0,212 mg/ml
Ps/PRO=0,23

SCMHS/lys=0,031
SCMC/lys=0,022
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A fentiek szerint eldallitott konjugatumot egereknek
vagy afrikai z6ld majmoknak adagolva nagy koncentra-
cidban mutathatok ki az anti-Pn4-Ps antitestek, amely
meghatdrozast a Pn4-Ps-specifikus ELISA-vizsgélattal
végeztik.

28. példa

Pn9V-Ps intermedier eléallitasa

1. Ultrahangos hidrolizis: 1 g Pn9V-Ps port felol-
dunk 400 ml s6oldatban (0,9% NaCl), és szobahdmér-
sékleten 4 Oran 4t keverjiik, majd a kapott oldatot mi-
anyag edényben jégfiirdon Branson Sonifier berende-
zéssel ultrahanggal kezeljiik (0,5 inch minta, 8-as allas)
3 perces intervallumokban. A viszkozitdst minden in-
tervallum utén ellendrizziik. 13 perc elteltével még
1 perces ultrahangos kezelést végziink az 1,117 ¢St
viszkozitds-végpont biztositasara. A hidrolizalt mintat
szobah8mérsékletre hozzuk, majd hozzaadunk 19,5 g
nétrium-acetatot, amikor is a végsd 3 t/tf% koncentré-
ciét nyertiik.

2. Szeroldgiai proba: izopropanolos (IPA) frakcio-
nalasi féliizemi kisérletet és antitest-irdnyitott végpont
Nephelose-vizsgélatot végziink 10 ml-es mintan, esze-
rint a Pn9V-Ps 40—45% IPA-tartalom ko6zotti értéknél
csapodna ki.

3. Els6 IPA-adagolas: a hidrolizalt mintéhoz (1. 1épés
szerint eldallitva, 391 ml) 281 ml IPA-t adagolunk csep-
penként keverés kozben szobahémérsékleten, igy 41,8%
IPA-tartalmat nyeriink. A mintat 15—-30 percen 4t kever-
jik, majd 11000 G mellett 30 percen at centrifugiljuk
(Beckman JA-10 rotor, 8000 fordulat/perc, 20 °C).
A pelletet vizmentes etanollal elkeverjiik 250 ml-es
Omnimix berendezésben, majd 60 ml-es szinterelt {iveg-
tolcsérben sziirjiik, a csapadékot kozvetlen a sziir6n viz-
mentes etanollal, majd acetonnal mossuk, és vikuumban
szaritjuk CaCl,-n szobahémérsékleten.

4. Miasodik TPA-adagolas és a termék kinyerése: a
41%-os IPA feliiliszo folyadékhoz (el6z6 3. 1épés sze-
rint elBallitva, 637 ml) 28,6 ml IPA-t csepegtetiink ke-
verés kozben szobahSmérsékleten, igy 44,3% IPA-tar-
talmat nyeriink. A mintat allni hagyjuk, majd a 3. 1épés-
ben leirtak szerint centrifugaljuk, majd szintén a 3. 1¢é-
pés szerint pépesitjiik, szfirjiikk, mossuk és szaritjuk. Ily
modon 342,2 mg Pn9V-Ps terméket nyeriink.

5. Dializis és liofilizalas: 347 mg el6z6 4. 1épés
szerint nyert Pn-Ps mintat feloldunk 139 ml desztillalt
vizben szobahdmérsékleten 4-5 6ran at. A kapott
2,5 mg/ml koncentracioju oldatot dializiscsébe vissziik
(12000 My, cutoff érték, 25 mm), és desztillalt vizzel
szemben 4 °C hémérsékleten 25 6ran at dializaljuk két
tovabbi desztillalt vizcserét végezve. Ezutdn a mintat
liofiliz4lé lombikba vissziik, szdrazjég/metanol fiirdn
fagyasztjuk, és Virtis (Freezemobile) liofilizdl6 beren-
dezésen 2-3 napon at liofilizaljuk. Ily médon 303,5 mg
végsd Ps terméket nyeriink, K3=0,60.

6. Harmadik IPA-adagolas és a termék kinyerése:
az el6z6 4. 1épés szerint eldallitott 44,3%-os IPA feliil-
usz6 folyadékhoz (655 ml) 30,8 ml IPA-t csepegtetiink
keverés kozben szobahémérsékleten, igy 46,8% IPA-
koncentraciét nyeriink. A kapott mintat allni hagyjuk,
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majd a 3. lépésben leirtak szerint centrifugaljuk, a
pelletet pépesitjiik, sziirjiik, mossuk, és szaritjuk. Ily
modon 410,8 mg Pn9V-Ps terméket nyeriink.

7. Dializis és liofilizalas: €l6z6 6. 1épés szerint nyert
420,4 mg Pn-Ps mintat feloldunk 168 ml desztillalt
vizben szobah8mérsékleten 4—5 ordn at. A kapott
(12000 My, cutoff érték, 45 mm), és desztillalt vizzel
szemben 4 °C hémérsékleten 25 6ran at dializaljuk két
tovabbi desztillalt viz cserét végezve. A mintat ezutin
liofilizald lombikba vissziik, szarazjég/metanol fiirdén
fagyasztjuk, és Virtis (Freezemobile) liofilizalé berende-
zésben 2-3 napon at liofilizaljuk. Ily médon 342,5 mg
Ps végterméket nyeriink, K4=0,65.

8. Szakember szamara nyilvanvald, hogy a 4. és 5.
lépésekben nyert termékeket nagy mennyiségii IPA-
adagolassal valasztottuk el, majd dializaltuk és liofili-
zaltuk, amikor is egyetlen terméket nyertiink, amelynek
analitikai jellemzGi az egyes alfrakcidk stlyozott atla-
ganak felelnek meg. Szakember szdmdra az is nyilvan-
vald, hogy az ott ismertetett Pn9V-Ps vagy Pn4-Ps
anyagokhoz hasonloan kezelhetjiik a Pn1-Ps vagy Pn5-
Ps anyagokat is.

29. példa

Pn9V-Ps konjugadlasa OMPC-vel

A 28. példaban leirtak szerint jarunk el, és nyerjiik a
Pn9V-Ps-t, amelyet a Pn4-Ps anyaggal kapcsolatban a
27. példaban leirt médon konjugélunk.

30. példa

Az acetdt kvantitativ meghatdarozdsa Pn9V/18C-

Ps-ben, valamint a piruvat kvantitativ meghataro-

zdsa Pn4-Ps-ben

Modszert fejlesztettiink ki az O-piruvat-csoportok
meghatarozasara Pn4-Ps-ben, valamint az O-acetat-cso-
portok meghatarozasara a Pn9V-Ps és Pn18C-Ps anya-
gokban a pneumococcus (Pn) kapszularis poliszacha-
ridok (Ps) elGallitasa soran. Az O-acetil- vagy O-piruvat-
csoportok elGszor a hidrolizis soran szabadulnak fel,
majd az acetat- és piruvatcsoportokat a Pn-Ps hidro-
lizditumban azonositjuk, és hatarozzuk meg mennyiségi-
leg nagy teljesitmény(i anioncseréld kromatografiaval
elnyomott konduktivitas alapjan.

A feldolgozott, valamint nem feldolgozott Pn4,
Pn9V és Pn18C mintakat analizaljuk ezzel a médszer-
rel. Az elGzetes eredmények szerint a nem feldolgozott,
illetve méretellendrzott Pn4 esetében a piruvatcsopor-
tok moélarinya a Ps ismétl6dé egységhez koriilbeliil
1:1, illetve 0,8: 1. Az acetatok és a Ps ismétlodo egysé-
gek aranya a Pn18C-Ps-ben 1:1, illetve 0,8:1 a nem
feldolgozott és méretellenérzott mintaknal és 1,7:1, il-
letve 1,5 a nem feldolgozott és méretellendrzott Pn9V
esetében. A vizes Pn18C-Ps—OMPC konjugatummin-
takat szintén analizdltuk az O-acetat és Ps ismétlodd
egységek kozotti molarany meghatirozisara, ennek az
értéke koriilbeliil 0,5:1.

Az irodalomban ismertetik, hogy a piruvatcsoport
egy igen erdteljes immunodetermindns a 4 tipusu kap-
szularis poliszacharidok esetében, és ennek eltavolitasa
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jelentds valtozast idéz el6 az immunologiai specifici-
tasban [Heidelberger, M., Dudman, W. F. és Nimmich,
W., Immunochemical relationships of certain capsular
polysaccharides of Klebsiella, pneumococci and
Rhizobia, J. Immuno., 7104, 1321-1328 (1970)]. Ha-
sonloképpen az O-acetat eltavolitasa a Pn18C-Ps poli-
szacharidok esetében csokkenti az immunoldgiai spe-
cificitist [Estrada-Parra, S. és Heidelberger, M., The
specific polysaccharide of type XVIII pneumococcus,
Biochemistry, 2, 1288—1294 (1963)]. Ezért igen fon-
tos kvantitativ mddszert kidolgozni az acetat- és pi-
ruvatcsoportok meghatarozasara a Pnl18C-Ps, illetve
Pn4 anyagokban. Az O-acetil-csoportok a Pn9V eseté-
ben igen fontos szerepet jatszhatnak a Pn9V immunolé-
giai szerkezetében, mivel a dez-O-acetilezett Pn9V an-
tigén reaktivitassal nem rendelkezik, mint az a sebes-
ség-nefelometriai vizsgalattal kimutathato.

Azt tapasztaltuk, hogy az O-acetat kdnnyen felsza-
badul a Pn9V-bdl, és a Pn18C-Ps-bdl alkalikus koriil-
meények kozott (pH=11) 4 °C hémérsékleten, és az O-
piruvat konnyen felszabadul melegités hatdsara 65 °C
hémérsékleten a Pn4-bdl. Azt talaltuk tovabba, hogy az
acetat- és piruvatcsoportok elvalaszthatok a hidrolizalt

Idé Yepuffer I  Ypuffer 2

0 98 2
12,5 98 2
12,6 58 2
20,0 58 2
20,1 98 2
30,0 98 2
30,1 98 2
50,0 98 2

A fenti koriilmények, valamint detektorérzékeny-
ségként 3 usiemens alkalmazasaval 4 nmol mennyiségi
acetat és piruvat minden eludtumban kimutathato, ko-
riilbeliil 5,2 és 9,5 perces retencids id6k mellett.

Mintakészités

A Merck Manufactoring Division-bol szarmazo tisz-
titott Pn-Ps mintakat Karl-Fischer-titralasnak vetettiik ala
Aquastar V3000 térfogati nedvesség titralo berendezés
felhasznalasaval a maradék H,O-tartalom meghatiro-
zasara, majd a mintat milli-Q H,O-ban oldottuk 1 mg/ml
koncentricioban. A mintdkat (100 pg/ml) 2 mmolos
NaOH-val kezeltiik 16 6ran 4t szobahSmérsékleten az O-
acetat-csoportoknak a Pn9V-Ps-r6l és Pn18C-Ps-rdl val6
eltavolitdsara. A Pn4-Ps mintdkat 1 mmol sésavval
hidrolizaltuk 60 °C hémérsékleten 16 oran at az O-
piruvatnak a Pn4-r6l valé eltavolitisara. Az osztalyozott
Pn9V és Pn18C-Ps, valamint Pn18C-Ps—OMPC konju-
gatumok mintdit szintén vizsgaltuk a monoszacharid-
Osszetételre nagy teljesitményii pH-anioncserélé kroma-
tografiaval és pulzalé amperometrikus detektalassal.
A monoszacharid-osszetételt annak érdekében hatéroztuk
lyozott és vizes konjugatummintakban.

Az acetét, piruvat és N-acetil-mann6z-amin minta-
kat milli-Q H,0O-ban oldottuk 200 nmol/ml koncentra-
cidnak megfeleld mennyiségben.
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Pn-Ps mintikbol OminPac PAX500 oszlop alkalmaza-
saval 1 ml/perc dramlési sebesség mellett 0,98 mmol
natrium-hidroxid és 2% metil-alkohol mint mobil fazis
alkalmazasaval. A detektalast elnyomott konduktivitas-
detektalassal végezziik, amelyhez 25 ml kénsavat alkal-
mazunk regeneraloként 10 ml/perc dramlasi sebesség-
gel. A példaban megadjuk az O-acetat- és O-piruvat-
csoportoknak a Pn18C-Ps, 9V és Pn4 anyagokrol vald
hidrolizisének optimalis kériilményeit is.

Miiszerezés

Dionex BioLC berendezést OmniPac PAX-500
oszlopon, valamint analitikai oszloppal (4,6 x250 mm)
szerellink fel. Elnyomott kondukcios detektalast alkal-
mazunk 25 mn kénsav mint regeneral6 felhasznalasa-
val. Az dramlési sebességet a Dionex autoregen egysé-
gen 10 ml/perc értékre allitjuk be. A mobil fazis, va-
lamint a gradiens fazis az acetéat- és piruvatcsoportok-
nak a hidrolizalt Pn-Ps-r8l valé eltavolitasira a kévet-
kezd:

Puffer 1 — 1 mmol natrium-hidroxid
Puffer 2 — 100% metanol
Puffer 3 — 200 mmol natrium-hidroxid
Puffer 4 — viz
%puffer 3 Y%puffer 4 Aramlds, lperc

0 0 1

0 0 1

0 40 1,5

0 40 1,5

0 0 1,5

0 0 1,5

0 0 1

0 0 1
A mintak és standardok hidrolizise

A Pnl8C-Ps mintdk dez-O-acetilezését a Pn18C-Ps
mintak 4 kiilonb6z6 koncentracio)i natrium-hidroxiddal
(1, 2, 5 és 50 mmol) kiilonb6z6 hémérsékleteken (4 °C,
25 °C, 45 °C és 65 °C) és kiilonbozob ideig (3, 6 és 16 6ra)
végzett hidrolizisével végeztiikk. A kisérletnél az acetat,
piruvat és N-acetil-mannéz-amin standard oldatainak
vizsgalatat is elvégeztiik annak megallapitasara, hogy az
alkalmazott koériilmények elegendGek-e a dezacetilezés-
hez, és eredményezik-e az acetat/piruvatcsoport degrada-
ciojat vagy az N-acetat-csoportok lehasadasat.

A piruvatcsoportoknak a Pn4 mintakrol valo eltavo-
litdsat vagy natrium-hidroxiddal (50 mmol/100 °C/
100 mmol), kiilénbdz6 ideig (3, 5 és 16 6ra) és kiilon-
b6z6 hdmérsékleteken (65 °C, 85 °C és 100 °C) végzett
hidrolizisével tanulmanyoztuk.

Sebességnefelometria

Sebességnefelometridval mértik a Pn9V-Ps,
Pn18C-Ps és Pn4-Ps anyagok aktivitasat az acetil-, illet-
ve piruvilcsoportok eltdvolitasa utdn. A mintékat 1, 1,5,
2 és 2,5 pg/ml koncentraciora higitottuk.

Nagy teljesitményii méretkizardsos kromatogrdfia

(HPSEC)

A Pn9V-Ps, Pnl18C-Ps és Pn4 mintak HPSEC-anali-
zisét az acetilcsoportok, illetve piruvilcsoportok eltavoli-
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tasa eldtt, illetve utin mértiik. Egy aramlasi szikitGvel
ellatott 7,5x600 mm TSK G6000PW oszlopot 50 °C-ra
melegitettiik, és 858—1072 x 105 Pa mellett 0,2 mol natri-
um-acetittal kiegyenstlyoztuk 0,3 ml/perc dramlas mel-
lett. Az oszlopra 60 pig mintat (1 mg/ml) injektaltunk, és
a mobil fazissal 0,3 ml/perc sebesség mellett eludltuk. Az
oszloprél lejové eludtumot az oszlopon 0,5 ml/perc se-
bességgel atengedett 0,5 mol natrium-hidroxiddal elke-
vertlik, és a Dionex pulzilé amperometrikus detektorral
mértiik, és meghatiroztuk a K -értéket.

Szenzitivitas és linearitas vizsgalata

A detektor linearitast €s szenzitivitast mind a piruvat,
mind az acetat esetében 2 usiemens értékben hataroztuk
meg. A piruvét és acetat kimutathatosaganak alsé hatara
0,125 nmol. Mindkét komponens esetében a detektorva-
lasz lineéris volt 2 nmol értéken keresztiil, a korrelacios
koefficiens értéke 0,9999, illetve 0,9992 volt piruvat, il-
letve acetat esetében.

A Pnl8C-Ps mintardl az O-acetat eltavolitasanak

optimalizdlasa

A Pnl18C-Ps hidrolizisének iddbeli lefutasat tanul-
ményozva megallapithat6, hogy az O-acetil-csoport al-
kalikus hidrolizisre alacsony hémérsékleten labilis.
2 mmol natrium-hidroxid elegendd volt 4 °C hmérsék-
leten 16 6ras inkubalas utan a Pnl18C-Ps teljes dez-O-
acetilezésére. Magasabb hémérsékleten (>25 °C) azt
talaltuk, hogy az N-acetat-csoport is eltavolodik az N-
acetil-mannéz-aminrél, ami befolyasolhatja a Pn9V-O-
acetat meghatarozésat. Az O-acetéat-csoportok eltavoli-
tasanak optimalis koriilményeinek a 16 oran at 4 °C hé-
mérsékleten vald kezelést talaltuk. Kevesebb, mint 1%
acetatcsoport tavozott az N-acetil-manndzamid stan-
dardrél 2 mmol natrium-hidroxiddal 16 oran at szoba-
hémérsékleten végzett kezelésnél.

Az O-piruvat-csoportok Pn4-rél valo eltavolitasa-

nak optimalizdldsa

Hidrolizisre vonatkozd vizsgalatokat végeztiink
Pnd natrium-hidroxiddal végzett kezelésével. Gyorsan
felismertitk, hogy igen kevés piruvat mutathaté ki, ha
natrium-hidroxidot alkalmazunk. A kezdeti kontroll
vizsgalatok azt mutattak, hogy a piruvat a Pn4-r6l viz-
ben 100 °C hémérsékleten hasad le. Ennek alapjan ugy
dontottiink, hogy az O-piruvat-csoportoknak a Pn4-rél
vald eltavolitasara sésavas hidrolizist és emelt hémér-
sékletet alkalmazunk. A piruvatcsoportok bizonyos
degradalodésa figyelhetd meg magasabb hémérséklete-
ken. Ezt azzal demonstralhatjuk, hogy a standard piru-
vatmintat ugyanazon koriilmények kozott hidrolizaljuk,
mint a Pnd4-et. A piruvat maximalis kinyerését akkor
nyerjiik, ha 1 mmol sésavval 16 oran at 65 °C hémér-
sékleten végezziik a hidrolizist.

Az O-acetat és O-piruvat analizise Pn-Ps mintdkban

Kiilonbozé mintdkat, igy a kiindulasi Pn-Ps-ben,
osztalyozott Pn-Ps és egy Pnl8-Ps—OMPC konjugi-
tumot vizsgaltunk O-acetat/piruvat-tartalomra a fentiek
szerint leirt HPLC modszerrel két mmolos natrium-hid-
roxiddal szobah6mérsékleten az O-acetat lehasadaséra
Pn9V-Ps/18 mintékrol vagy 1 mmolos sésavval 65 °C
hémérsékleten az O-piruvat-csoportok lehasadéasara
Pn4-Ps-r8l. A vizsgélat eredményei a kovetkezok:

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

35

Mintak Piruvat/acetatcsoportok
aranya a Ps ismétlédé
egységhez
Pn4, 1. minta 1,0
Pn4, 2. minta 0,8
Pn9V, 1. minta 1,7
Pn9V, 2. minta 1,5
Pn18C-Ps, 1. minta 1,0
Pn18C-Ps, 2. minta 0,8

Pn18C-Ps—OMPC vizes készitmény 0,5

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy az oldal-
csoportok retencidja az osztalyozott Pn-Ps mintdkban ko-
rillbeliil 90% Pn9V-Ps esetében és 80% Pnd és 18C eseté-
ben. Az O-acetat-csoportok retencidja a Pnl8C-Ps—
OMPC vizes konjugatumkészitményben koriilbeliil 50%.
A Pn18C-Ps és Pn4 mintak esetében az elméleti értékek
1 mol acetat vagy piruvat 1 mol Ps ismétlédd egységre és
a Pn9V esetében pedig az arany 2:1 [Jansson, P-E.,
Lindberg, B. és Lindquist, U., Structural Studies of the
capsular polysaccharides from Streptococcus pneumoniae
Type 4, Carbohyd. Res., 95, 73—80 (1981); Lugrowski, C.
¢és Jennings, H. J., Structural determination of the capsular
polysaccharide of Streptococcus pneumoniae Type 18C,
Carbohyd. Res., 731, 119-129 (1984); Perry, M. B.,
Daoust, V. és Carlos, D. J., The specific capsular poly-
saccharide of Streptococcus pneumoniae Type 9V, Can. J.
Biochem., 59, 524-533 (1981)]. Az O-acetat esetében a
Pn18C-Ps—OMPC konjugatummal kapcsolatban kimuta-
tott alacsonyabb retencids ért¢k annak tudhato be, hogy az
O-acetil-csoportok alkalikus koriilményekkel szemben
alacsony hémérsékleten érzékenyebbek.

Sebességnefelometriaval a Pn4, Pn9V és Pnl18C-Ps,
valamint a dez-O-piruvilezett és dez-O-acetilezett min-
tak aktivitasat vizsgaltuk. A kapott eredmények azt mu-
tatjdk, hogy a mintak a nefelozaktivitast teljesen elvesz-
tik ezen csoportok eltdvolitdsa utan a kezeletlen mintak
Ky-értékeinek ellenére. A K;-értékeket HPSEC-mod-
szerrel mértiik. Bar a Pn4 minta K i-értéke az enyhe sa-
vas hidrolizissel végzett dez-O-piruvilezés hatasara 0,6-
rol 0,68 értékre névekszik. A Pnd és Pn18C-Ps mintak
antigenicitasara vonatkozo adatok alatamasztjak maés ku-
tatok vizsgalati eredményeit, amely szerint ezen oldal-
csoportok a pneumococcus poliszacharid immunolég re-
aktivitasaban fontos szerepet jatszanak. A Pn9V-vel
kapcsolatos eredmények alapjan gy tlinik, hogy a glii-
kuronsav, ezen molekula O-acetil-csoportja szintén fon-
tos szerepet jatszik az immunolog reaktivitisban.

A fentiek alapjan egy gyors, érzékeny moédszert dol-
goztunk ki a Pn4 mintdkban az O-piruvil-ketal, vala-
mint a Pn9V és Pn18C-Ps mintakban az O-acetat kvan-
titativ meghatarozasara. Ez a modszer igen elényds a
Pn4, Pn9V és Pn18C-Ps megfeleld osztalyozaséban és
konjugalésaban annak érdekében, hogy ezen polisza-
charidok antigénszerkezete megmaradjon.

31. példa

Pn6B-Ps—MIEP konjugdtumok elvalasztasa

1. Két konjugicios reakciokeveréket (az egyik a ma-
sik H,O-val dializalt mintdja) 3—8 °C hémérsékleten
taroltunk a felhasznélasig.
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2. A mintékhoz 0,2 MOPS-puffert, pH=7,2, adago-
lunk 7 mmol végsé koncentracionak megfeleld mennyi-
ségben. A mintdkhoz szilard GuHCI-t adagoltunk
4,2 mol végsG koncentricionak megfeleld mennyiség-
ben. (Megjegyzés: 1,42 g GuHCl/ml koncentracionak
megfelel6 mennyiséget kell adagolni a szilard GuHCl
adagolasa révén bekdvetkezd térfogat-novekedés kom-
penzélasara. Hasonloképpen a pufferadagolast is ugy
kell beallitani, hogy a térfogat-novekedést figyelembe
vegye, és hogy a minta Osszetétele kozelebb legyen az
oszloprol lejévé eluatum Osszetételéhez. Eljarhatunk
ugy is, hogy a mintat dializaljuk az oszloprol lejové
eludtummal szemben a kromatografiat megel6z6en.)

3. 2,8 ml mintat (koriilbeliil 1 mg proteintartalmu, a
Lowry-proteinvizsgalattal meghatdrozva) adagolunk a
12,6 x96 cm-es szefakril S—1000 toltetd oszlopra, ame-
lyet 10 mmol MOPS, pH=7,2 és mmol GuHCl 0,6 mV/
perc aramlasi sebességgel végzett adagolasaval kiegyen-
stlyozunk. Az oszloprol elfolyo folyadékot folyamatosan
vizsgaljuk 280 nmol-nal (Perkin Elmer LC 235 dioda el-
rendezésii detektor), és 3 ml-es frakciokat gy(jtiink.

4. A proteineloszlast A280 (valamint a spektrum) és
a Pn6B-Ps-eloszlast a Pn6B-Ps-specifikus RIA-vizsga-
lat alapjan mértiikk. A Pn6B-Ps—BrAc, valamint ennek
nem aktivalt MIEP fizikai keverékének elucios helyzete
alapjan 6sszegyjtottiik a Ps- és proteintartalmu frakci-
okat, és kiilén-kiilon elualtuk azokrol a helyekrdl, ame-
lyeket a Pn6B-Ps—BrAc szdmara megfigyeltiink, és
amelyet feltételezetten kijeldltiink a Pn6B-Ps—MIEP
konjugatum szamara.

5. A keverékeket ultrasziiréssel, YM 30 membran al-
kalmazasaval, valamint milli-Q H,O alkalmazaséval dia-
sziiréssel betoményitettiink. A protein- és Pn6B-Ps-tartal-
mat a kvantitativ sszetétel-vizsgalatok alapjan becstiltiik.
Az SCMHC jelenlétét aminosav-analizissel detektaltuk.

32. példa

Pnl8C-Ps pneumococcus poliszacharid kézvetlen

RIA-vizsgalata

Ezt a vizsgilatot alkalmaztuk a 18C tipusi pneumo-
coccus poliszacharid kvantitativ meghatarozésara, ez
egy tObbrétegl szendvics RIA-vizsgalat. Nyul anti-
Pn18C-Ps-t polisztirol gyongyok feliiletére rétegeztiink.
A gyongyoket Pnl8C-Ps-tartalmu oldatban inkubaltuk.
Az inkubalas utan a gyongyoket mostuk, majd ismétel-
ten egy masodik, Pn18C—OMPC elleni egér antitestet
tartalmazé oldatban inkubaltuk. Ezen inkubdlas utin a
gybngyoket atmostuk, és harmadszor is inkubéltuk
125 I-kecske anti-egér IgG tartalmi oldatban. A leme-
zeket ismételten mostuk, majd a gyongyodket egy mi-
anyag cs@be vittiik szamlalas céljabol. Az ismeretlen,
Pn18C-Ps-tartalmi mintakat standard gorbéhez hason-
litottuk a mennyiségi meghatarozas céljabol.

Berendezés

1. RIA kit: Abbot Labs, Diagnostic Div., Catalog

No. 6171-10
2. Qwik Wash System, Abbot Labs, Diagnostic Div.
3. Beoszthatd pipettak, valamint eldobhato pipetta-
végek (Eppendorf digital)
4. Gamma Counter (Abbott Autologic)
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5.

Y col polisztirol gydngyok tiikroz4 feliileti kiké-
szitéssel : Precision Plastic Ball Co., 3000 N, Ci-
cero Ave., Chicago, Illinois 60641

Reagensek

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

New York State Health Services anti-Pn18C-Ps
antitest R18—44 tipus vagy ezzel ekvivalens
Egér anti-Pn18C-Ps OMPC antiszérum (11260-
235 keverék vagy ezzel ekvivalens)

Kecske anti-egér IgG 125]-jelzett antiszérum:
NEX 159, New England Nuclear, 549 Albay
Street, Boston, MA 02118

Inkubacids puffer: RCM8, amely a kovetkezd-
ket tartalmazza:

1% BSA SIGMA A2153

0,1% azid Sigma S2002

Higito

8 rész magzati borjuszérum Sigma F3885

1 rész kecskeszérum Sigma G6767

1 rész nyulszérum Sigma R4505
0,5% Tween 20 Sigma P1379

0,1% azid Sigma S2002

. Anti-Pn18C-Ps bevonati gyongyoét adagolunk

egy talca minden lyukaba, amely a mintat vagy a
standardot tartaimazza, és a lemezt enyhén raz-
zuk, hogy minden gyongy a pufferrel teljesen be
legyen vonva.

A lemezeket egy ragasztofedéllel latjuk el,
amely a RIA-kithez tartozik, és a lemezeket szo-
bahdmérsékleten 6 6ran at inkubaljuk.

A lemezeket Qwik Wash berendezésben ion-
mentesitett vizzel mossuk.

Az egér anti-18C antitesteket a higitoval
1:1000 ardnyban higitjuk.

. 200 ul ilyen oldatot adunk minden gyongyot tar-

talmazo lyukba.

A lemezt letakarjuk, és 1 éjszakan at szobahd-
mérsékleten inkubaljuk.

A lemezt Qwik Wash berendezés segitségével
ionmentesitett vizzel 4&tmossuk.

125]-jelzett kecske, anti-egér antitesttel
15000 cpm/10 ul értékig higitast végziink (ko-
riilbeliil 1:160 aranyd higitas).

Az igy kapott oldatbol 20 ul-t adagolunk min-
den gyongyot tartalmazo lyukba.

A lemezeket lefedjiik, és 37 °C hémérsékleten
2 6ran at inkubaljuk.

A lemezeket Qwik Wash berendezés segitségé-
vel ionmentesitett vizzel mossuk.

A gybngyoket a RIA-kit milanyag csoveibe
tessziik, és megfelelé gamma-szamlaloval szam-
lalunk.

Szamitdsok

1.

A parhuzamos mérések eredményét atlagoljuk a
vizsgaland6 minta, a standard, valamint az inku-
baciés pufferkontroll esetében. Az inkubaciés
pufferkontrollra kapott eredményeket levonjuk
mind a standard, mind a vizsgalandé minta ered-
ményeibdl.

A statisztikai szamitasok mérésére alkalmas sz4-
mitoégéppel betaplaljuk a standard gorbe adatait,
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¢és kiszamitjuk a korrelacids koefficienst, vala-
mint a gérbe meredekségét.
3. A megfeleld standard gérbe alapjan kiszdmitjuk
a mintak valaszait, és a higitasokkal korrigaljuk.
A fentiek szerint jarunk el minden Pn-Ps minta ese-
tében a megfeleld fajtaspecifikus reagensek alkalmaza-
saval.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards a Streptococcus pneumoniae egy vagy
tobb altipusabol szarmaztatott poliszacharidhoz (Pn-Ps-
hez) kovalens kotéssel kapcsolodd immunogén proteint
tartalmazé konjugatum elGallitisara, azzal jellemezve,
hogy immunogén proteinhez kovalens kétéssel moleku-
lanként atlagosan kevesebb, mint 1200 ismétl3dé egy-
séget tartalmazo, 1x 105 és 1 x 106 kozo6tti molekulato-
meg-értékd, 1,0 és 1,4 kozotti polidiszperzitasi foka és
a pneumococcus csoportspecifikus C-poliszachariddal a
fajtaspecifikus poliszacharidhoz viszonyitva 3%-nal ki-
sebb mértékben szennyezett poliszacharidot kapcso-
lunk. (ElsGbbsége: 1991. januar 28.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy poliszacharidként 0,7 és 1,1 kozotti antigenicitasi
indexi €s 0,6 és 3 dL/g kozotti belsd viszkozitasu poli-
szacharidot alkalmazunk. (Els6bbsége: 1991. januar 28.)

3. A 2. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy poliszacharidként az 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20,
22F, 23F, 33F Streptococcus pneumoniae altipusok bar-
melyikébdl szarmazé poliszacharidot alkalmazunk. (El-
s6bbsége: 1991. januar 28.)

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy poliszacharidként 1,0 és 1,4 kozotti méret szerinti
polidiszperzitasi foki, C-poliszacharid szennyezettségi
szintjét tekintve a fajtaspecifikus poliszacharidhoz vi-
szonyitva 3% alatti értékd és a kovetkez6 poliszacha-
ridok barmelyikébdl vagy azok keverékébdl szarmazo,
a Neisseria meningitidis B kiils6 membranprotein-
komplexével (OMPC) vagy ennck MIEP alegységével
konjugalt poliszacharidot vagy poliszacharidok keveré-
két alkalmazunk:

1. Streptococcus pneumoniae 6B, amelybdl szdrmazo
poliszacharidra a kdvetkezo6k jellemzdk:

a) My-érték 3 x 105 és 6 x 105 kozott,

b) K 4-csucs koriilbeliil 0,60+0,05,

c) My~érték 3 x 105 és 7x 105 kozott,

d) belsS viszkozitds 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7,2, 1,0 és 2,0 kozott, és

¢) kevesebb, mint 1000 ismétléd6 egységet tartalmaz
atlagosan molekuldnként;

2. Streptococcus pneumoniae 14, amelybdl szarmazé
poliszacharidra a kovetkezdk jellemzdk:

a) My-érték 3 x 105 és 8 x 105 kdzott,

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

b) K4-cstcs koriilbeliil 0,60+0,05,
¢) My-érték 4 x 105 és 1 x 106 kozott,
d) belsd viszkozitas 0,1 molos natrium-foszfitban,
pH=7,2, 0,6 és 1,6 kozott, és
€) kevesebb, mint 1200 ismétl6d6 egységet tartalmaz
atlagosan molekuldnként;
3. Streptococcus pneumoniae 19F, amelybdl szar-
mazé poliszacharidra a kovetkezGk jellemz6k:
a) My-érték 2 x 105 és 6 x 105 kozott,
b) K4-cstcs koriilbeliil 0,65+0,05,
c) My-érték 2 x 105 és 6 x 106 kozott,
d) belsd viszkozitas 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7,2, 1,0 és 2,0 kozott, és
e) kevesebb, mint 1000 ismétl6dé egységet tartalmaz
atlagosan molekulanként;
4. Streptococcus pneumoniae 23F, amelybdl szar-
maz6 poliszacharidra a kovetkezdk jellemzdk :
a) My-érték 2 x 105 és 6 x 105 kozott,
b) K4-csucs koriilbeliil 0,54+0,05,
c) My-¢érték 4 x 105 és 8 x 105 kozott,
d) bels6 viszkozitds 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7,2, 1,5 ¢s 3,0 kozott, és
e) kevesebb, mint 1000 ismétl3d6 egységet tartalmaz
atlagosan molekulanként;
5. Streptococcus pneumoniae 4, amelybdl szarmazo
poliszacharidra a kovetkezdk jellemz6k:
a) My-érték 2 x 105 és 4 x 105 kozott,
b) K 4-cstics koriilbeliil 0,65+0,05,
c) My-érték 2 x 105 és 5x 105 kozétt,
d) bels8 viszkozitds 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7,2, 1,2 és 3,0 kozott, és
€) kevesebb, mint 600 ismétlédd egységet tartalmaz at-
lagosan molekulanként;
6. Streptococcus pneumoniae 9V, amelybdl szarma-
z06 poliszacharidra a kdvetkezdk jellemzok:
a) My-érték 3 x 105 és 6 x 105 kozott,
b) K4-csucs koriilbeliil 0,65+0,05,
c) My-érték 3 x 105 és 7x 105 kozott,
d) bels6é viszkozitds 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7,2, 1,0 és 2,0 koz6tt, és
€) kevesebb, mint 800 ismétlédd egységet tartalmaz at-
lagosan molekulanként;
7. Streptococcus pneumoniae 18C, amelybdl szar-
mazo poliszacharidra a kdvetkezdk jellemzdk:
a) My-érték 2 x 105 és 6 x 105 kozott,
b) K ¢-cstics kdriilbeliil 0,65+0,05,
c) My-érték 2x 105 és 6 x 105 kozott,
d) belsd viszkozitds 0,1 moélos natrium-foszfatban,
pH=7.,2, 1,5 és 3,0 kozott, és
e) kevesebb, mint 700 ismétl6dd egységet tartalmaz at-
lagosan molekulanként. (Elsébbsége: 1991. januar 28.)
5. A 4. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy az OMPC vagy MIEP Pn-Ps-hez t6rténé kovalens
kotésére a kovetkezd képletil ,,spacer” tagot alkalmaz-
zuk:

PRO-N-COCHCH,CH,SCH,CONH(CH,), NHC-O—PnPs

| I
H  NHCOCH,
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a poliszacharid hidroxilcsoportjan térténd kotések ese-
tén, vagy

PRO-N-COCHCH,CH,SCH,CONH(CH,), NHC—PnPs

|
H  NHCOCH,

a poliszacharidok karboxilcsoportjan keresztiil térténd
kotések esetén, amely képletekben a PRO jelentése
OMPC vagy MIEP, és a Pn-Ps jelentése a preumococ-
cus poliszacharid, tovabba a Pn-Ps:OMPC vagy Pn-
Ps:MIEP konjugatumok témegaranya 0,05 és 0,5 ko-
zotti érték, és a hidrolizis és aminosav-analizis alapjan
az SCMHC/lys arany 0,01 és 0,15 kozétti érték. (El-
sGbbsége: 1991. januar 28.)

6. Eljaras pneumococcus poliszacharid-immunogén
protein konjugatum el8allitasara, azzal jellemezve, hogy

a) pneumococcus organizmust tenyésztiink, és a
nyers pneumococcus poliszacharidot izolaljuk vagy a
pneumococcus poliszacharid poranyagot oldjuk,

b) az a) pont szerint nyert poliszacharidot tisztitjuk,
és részlegesen hidrolizaljuk egy olyan elére meghatiro-
zott végpontig, amellyel a kapott poliszacharid olyan
konjugalast tesz lehet8vé, hogy a poliszacharid fajtaspe-
cifikus antigenicitisa a nyers, a) pont szerinti polisza-
charidhoz viszonyitva mintegy 30%-kal csokkentett, €s

c) az €l6z6 b) 1épés szerint nyert terméket egy
immunogén proteinnel konjugaljuk, és valamely kévet-
kez8 pneumococcus altipus tenyészetét alkalmazzuk: 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F és 23F, és a Pn-Ps poliszacharid
antigén integritdsat megtartja az Ouchterlony kettds
immunodiffiziés vagy sebességnefelometrias vizsga-
lattal meghatérozva anti-Pn-Ps fajtaspecifikus antites-
tek felhasznélaséaval, a Pn-Ps poliszacharidot a konjugé-
l4s elétt fizikai uton hasitjuk Gaulin-sajtoléban 2000 és
15000 psi érték kozott vagy 100 °C hémérsékleten
24 6ran at melegitéssel hidrolizaljuk vagy ultrahanggal
0,9 molos natrium-klorid-oldatban a viszkozitas értéke-
nek vagy a K, (csiics) végpontjanak a kiilonboz6 felso-
rolt Pn-Ps poliszacharidok esetében a

Pn-Ps altipus Kitlizott viszkozitas-  Kitlizott K-
végpont (Cst) (cstics) végpont
Pnd-Ps 1,5-1,00 0,65+0,05
PnéB-Ps 1,3-1,00 0,60+0,05
Pn9V-Ps 1,3-1,00 0,65+0,05
Pnl4-Ps 1,1-0,95 0,60+0,05
Pnl18C-Ps 1,5-1,00 0,65+0,05
Pn19F-Ps 1,3-1,00 0,65+0,05
Pn23F-Ps 1,5-1,00 0,54+0,05

értékel eléréséig végezziik,
és adott esetben kromatografias vagy alkoholos frakcio-
nalassal az 1,4 alatti polidiszperzitasi anyagot kiva-
lasztjuk. (Els6bbsége: 1991. janudr 28.)
7. Eljaras pneumococcus poliszacharid-protein kon-
jugéatum elSallitasara, azzal jellemezve, hogy
a) a Pn-Ps nyers pneumococcus poliszacharidot izo-
laljuk,
b) i) adott esetben a nyers Pn-Ps poliszacharidot a
szennyez6dések ioncserés adszorpcidjdval tisz-
titjuk, vagy
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ii) a nyers Pn-Ps poliszacharidot részlegesen
hidrolizaljuk vagy mechanikusan hasitjuk,

¢) adott esetben a részlegesen hidrolizalt Pn-Ps
poliszacharidot méret és tisztasag szerint frakcional-
juk,

d) az ei6z6 a)—c) pontok szerint kapott egy vagy
tobb pneumococcus altipusbol szarmaztatott frakcionalt
Pn-Ps poliszacharidot nukleofil vagy elektrofil funkcids
csoportokkal latunk el,

e) a Neisseria meningitidis B OMPC-t vagy annak
valamely alegységét izolaljuk,

f) az OMPC-t vagy annak alegységét funkcios cso-
portokkal latjuk el reakcioképes elektrofil vagy nukleo-
fil csoportok bevitelével,

) a d) 1épés szerint nyert poliszacharidot az f) lépés
szerinti proteinnel konjugéljuk,

h) a kapott konjugatum el nem reagalt funkcios cso-
portjait hatastalanitjuk,

i) a konjugatumterméket izolaljuk. (Els6bbsége:
1991. januar 28.)

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a b) és c) lépéseket a kovetkezOképpen végez-
ziik :

b) 1 — adott esetben az anionos szennyezddéseket

pH=5 oldatbol anioncserélén adszorbeéljuk,

2 — adott esetben a Pn-Ps-t oldatban a kovetke-

z8képpen hidrolizaljuk:
1. az oldatot 50— 150 °C kozotti hémérsékle-
ten 1-48 6ran at melegitjiik, vagy
2. 5 s—5 min intervallumokban ultrahangos
kezelést végziink, a kezelési id6t a bealli-
tott ultrahangos kezelés erdsségétdl fliggden
megvalasztjuk, majd hiitési periédusokat ik-
tatunk be, és tovabbi ultrahangos kezelést
végziink, vagy
3. Gaulin-sajtoléban 2140x105 ¢és
16 100 x 105 Pa nyomas kozotti értéken hasit-
juk a molekulat, és

¢) a hidrolizalt Pn-Ps poliszacharidot frakciondljuk,
és kivalasztjuk az 1x 105 és 1 x 106 molekulatdmeg ko-
z6tti frakciokat a kovetkez6 kezelésekkel:

i) elére meghatirozott koncentracidji izopropanol-
lal differencidl-alkohol oldassal a kivant méretinterval-
lumt Pn-Ps-t kicsapjuk, vagy

ii) méretkizarasos folyadékkromatografiaval frakcio-
naljuk az 5x 104 és 1 x 106 molekulatomeg kozotti értéki
molekuldkat, és a hidrolizis vagy hasitas végpontjait
viszkozitasméréssel, 0,1 molos natrium-foszfat-pufferrel

cres

kromatografiaval a kiilonboz6 poliszacharidok esetében a

Pn-Ps altipus Kitizott viszkozitds-  Kitizott K-
végpont (Cst) (cstcs) végpont

Pn4-Ps 1,5-1,00 0,65+0,05

Pn6B-Ps 1,3-1,00 0,60+0,05
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Tablazat (folytatds)

Pn-Ps altipus  Kitliz6tt viszkozitas  Kitlizott K,

végpont (Cst) (cstcs) végpont
Pn9V-Ps 1,3-1,00 0,65+0,05
Pnl4-Ps 1,1-0,95 0,60+0,05
Pnl18C-Ps 1,5-1,00 0,65+0,05
Pnl19F-Ps 1,3-1,00 0,65+0,05
Pn23F-Ps 1,5-1,00 0,54+0,05;
végpontértékeken hatarozzuk meg. (Elsébbsége: 1991.
janudr 28.)

9. Eljaras vakcinakészitmény eléallitdsara, azzal jel-
lemezve, hogy 1-5. igénypontok barmelyike szerint
eldallitott konjugatumot, inert hordozot, és adott eset-
ben valamely adjuvans vagy immunomodulator vegyii-
let vagy mas immunogén anyag immunolégiailag hata-

5
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15

39

sos mennyiségét elegyitjiik. (Elsébbsége: 1991. januar
28.)

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hordozdéként aluminium-hidroxidot, aluminium-
foszfatot vagy timsét, tovabbi immunogén anyagként a
hepatitis B, hepatitis A, nem A, nem B hepatitis, AIDS,
diftéria, szamarkohogés, kanyard, mumpsz, rubeola, ba-
ranyhiml4, gyermekbénulas és Haemophilus influenzae
B koziil egy vagy tobb elleni vakcinat; és konjugatum-
ként Pn4-Ps—-OMPC, Pn6B-Ps—OMPC, Pn9V-
Ps—OMPC, Pnl14-Ps—OMPC, Pnl18C-Ps—OMPC,
Pn19F-Ps—-OMPC, Pn23F-Ps—OMPC, Pnl-Ps—OMPC,
Pn-Ps—OMPC és Pn7F-Ps—OMPC koziil egy vagy tobb
konjugatumot alkaimazunk. (ElsGbbsége: 1991. decem-
ber 19.)
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