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(57) KIVONAT
A talalmény targya eljéras

Cys Tyr Cys Gln Asp Pro Tyr Val Lys Glu
Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala
Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr
Leu Phe Leu Gly Ile Leu Lys Asn Trp Lys
Glu Glu Ser Asp Arg Lys Ile Met Gln Ser Gin
Ile Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys
Asn Phe Lys Asp '‘Asp Gln Ser Ile Gln Lys
Ser Val Glu Thr Ile Lys Glu Asp Met Asn Val
Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lgs Arg
Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn Tyr Ser
Val Thr Asp Leu Asn Val Gin Arg Lys Ala Ile
His Glu Leu Ile Gln Val Met Ala Glu Leu Ser
Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg
Ser Gln Met Leu Phe Arg Gly Arg Arg Ala
Ser Gln szekvenciaju

intakt rekombinédns huméan immun interferon
extrakciojéra a fenti fehérjét tartalmazé
transzformalt mikroorganizmusokbol, oly mo-
don, hogy a transzformalt mikroorganizmust
valamely proteaz inhibitorral extrahaljuk.
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Talalményunk tirgya eljdras immun in-
terferon elballitasara. Taldlmanyunk targya
kodzelebbrdl eljaras rekombinans human im-
mun interferon intakt szekvencia formajanak
extrakcidjara a fenti fehérjét magéabanfoglaléd
transzformalt mikroorganizmust tartalmazo
készitménybdl. Az extrakcidt olyan reagenssel
(pl. guanidin-hidroklorid) végezzuk el, amely
a proteéi enzim-aktivitast gétolja, ugyanak-
kor azonban a kivant fehérje aktivitasat nem
befolyasolja. A guanidin-hidrokloriddal torté~
né extrakcié utdn kovetkezd tisztitési lépé-
sek a fehérjék tisztitdsaban jaratos szakem-~
ber szaméara jol ismertek.

Az ébrak révid ismertetése

abran tisztitott rekombinadns hu-
mén immun interferon néatrium-dodecil-szul-
fat-poliakrilamid gél elektroforézisét (a to-
vébbiakban SDS-PAGE) mutatjuk be reduktiv
(A; 0,7 mél p-merkapto-etanol) és nem redu-
kalo (B) kérulmények kozott.

A 2. ébrdan a rekombinéns humén immun
interferon varhato aminosav-frekvencidjat a
15K és 18K rIFN-y species tényleges DNS
szekvenciajaval hasonlitjuk ossze.

A 3. abran a 15K és 18K rIFN-y C-ter-
minalis peptidjeinek HPLC elvalasztadsat mu-
tatjuk be CNBr kezelés utén.

Az irodalomban szamos modszert ismer-
tettek az interferon néven ismert virus-elle-
nes fehérje-csaldad extrakcidojéra és tisztita-
sara. Jelen ismereteink szerint harom fobb
interferon-tipust kuléonboéztetink meg: IFN-«
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(leukocita), IFN-8 (fibroblaszt) és IFN-y (im-.

mun). Bar a kiulonbdzd interferon-tipusok vi-
rus-ellenes és burjanzasgatlé hatdsuk vagy
szerkezeti felépitésik alapjan osszefuggnek,

az irodalomban eddig egyetlen egységes
modszert sem ismertettek mindhéarom interfe-
ron-tipus extrakciojara és tisztitdsara. A
leukocita-interferonnak mas fehérjéket és

sejtmaradvényokat tartalmazo nyers keverék-
bél tdrténd extrakcidjara és tisztitdsara fel-
hasznélhatd modszerek valdéjaban nem alkal-
masak fibroblaszt vagy immun interferonnak
ugyanezen készitménybdl térténd extrakcioja-
ra és tisztitdsara.

Az ismert tisztitési eljardsok extrakcios
lépése sorédn a mikroorganizmust mechanikus
(azaz szonifikacio) vagy keémiai lizisnek ve-
tették ala, amelynek sorén - gyakran rekom-
binédns moddszerek utjdn - nyertek a kivéant
.idegen" fehérjét. A mechanikaj vagy kémiai
lizis-modszerek soran azonban a keverékbe
kulonbozd sejt~protedzok is belekeriulnek. E
proteazok ezutédn enzimes behatds révén le-
bonthatjak a keveréekben levd .idegen’ fe-
hérjét. E proteadzok ezért megakadalyozhatjak
vagy gatolhatjak az .idegen™ fehérje teljes
vagy érett és biologiailag aktiv forméjénak
homogén szintig tdérténd tisztitasat.
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Talalményunk célkitzése az ismert ext~
rakcios moédszerek hatranyainak kikiszdbolée~
se &s immun interferon intakt szekvencidja-
nak eldallitaséara, amelynek soran a proteoli-
tikus lebontasbdl szérmazo fragmenseket a
tisztitott immun interferon készitménybdl el-
tavolitjuk.

A talélmény elénybés foganatositasi mod-
Jainak ismertetése:

Azt talaltuk, hogy immun interferon
esetében a szokésos extrakcids modszerekkel
(pl. az irodalomban leirt szonifikédcic vagy
mechanikai lizis) nem nyerhetd intakt vagy
teljes aminosav-szekvenciaval rendelkezd im-
mun interferon. A rekombindns technolégia
csupan a kozelmultban ért el olyan fejlettsé-
gi fokot, amelynek segitségével a jellemzés-
hez és aminosav-szekvencia meghatarozéashoz
elegendd mennyiséglG rINF-y allithato el6. Az
rINF-3 készitmények szokasos modszerekkel
torténd extrakcioja és a tisztitott anyag
aminosav-szekvenciajanak meghatarozasa so-
ran azt talaltuk, hogy a tisztitott készitmény
tobbfajta kulonbozd molekulatomegl fehérje-
~speciest tartalmaz. Az aminosav-szekvencia
meghatarozasa azt mutatta, hogy ezek a fe-
hérje-speciesek ténylegesen az immun-inter-
feron intakt szekvencia forméjanak az intakt
szekvencia fehérjék proteolitikus fragment-
jeivel képezett kombinaciojébol allnak. Az is-
mert eljarasokkal tehat nem extrahélhatd és
tisztithato az immun interferon més proteoli-
tikus fragmenseitél mentes homogén immun
interferon.

Azt taldltuk, hogy a rIFN-y bomlésa
meggatolhatd olyan reagenssel (pl. guanidin-
-hidroklorid) amely a proteaz vagy enzim
aktivitast gatolja, ugyanakkor azonban a
tisztitasi eljards kezdeti extrakciés lépésben
a rIFN~y aktivitdast nem befolyasolja és ily
modon homogén és intakt molekulék nyerhe-
tok. A fagyasztott sejtek guanidin-hidroklo-
rid tévollétében torténd szonifikaciéja sorén
foliént olyan proteolitikus terméket kapunk
(15K rIFN-3), amelyben a IFN-y 132-146. sz.
C-terminalis aminosav-maradékai hiadnyoznak.
Az intakt molekula aminosav-Osszetétele és
N-terminalis szekvencidja a DNS-szekvencia
alapjan véarhatonak felel meg. A rIFN-y DNS-
-bazis szekvenciaja az 1. szamu irodalmi he-
lyen kerult ismertetésre é€s a leirédsban erre
hivatkozunk.

Meglepd modon azt talaltuk, hogy az im-
mun interferon biologiai aktivitasat a guani-
din-hidrokloridos extrakcios lépés utén is
megtartja annak ellenére, hogy az immun in-
terferon tisztitott mintajéhoz adott guanidin-
-hidroklorid a biolégiai aktivitast tonkrete-
szi. A talalmanyunk szerinti eljarés elonyoés
foganatositdsi modja szerint a transzformalt
mikroorguanizmusokat gaunidin-hidrokloridban
szuszpendéaljuk.
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A taldlmdnyunk szerinti eljarasnal anti-
—~proteolitikus agensként béarmely guanidini-
um-so6t felhasznalhatunk. Guanidinium-soként
szerves savakkal (pl. ecetsavval) vagy asva-
nyi savakkal (pl. hidrogén~halogenidekkel,
mint pl. sdsavval, hidrogén-bromiddal, hidro-
gén-fluoriddal és hidrogén-jodiddal) képezett
sokat egyarant felhasznalhatunk. Guanidini-
um-soként eldnydsen guanidin-hidrokloridot
alkalmazhatunk. A guanidinium-sé konecentra-
cidja a mikroorganizmus kezelésnél nem don-
té Jjelentdséglr tényezd és barmely hatésos
koncentréacio érték lehet. A mikroorganizmust
eldbnydsen a guanidinium-sé 3-7 mol/liter
koncentracidoju oldatéval kezelhetjuk, és 1 g
transzformalt mikroorganizmusra vonatkoztat-
va kb. 3-9 térfogat rész so-oldatot alkalmaz-
hatunk. A so-koncentrécidt oly moédon allit-
hatjuk be, hogy a sé megfeleldo mennyiségét
alkalmas olddszerben felvesszik., Olddszer-
ként pl. vizet vagy vizes puffereket (pl. am-
moénium~acetdtot vagy piridin/ecetsav elegyet
stb.) alkalmazhatunk. A szakember széméara
eldreléthatd, hogy a taldlményunk szerinti el-
jaréasnal més proteaz inhibitor reagensek is
felhasznalhatok {pl. karbamid vagy tiocianat).

A tisztitott ' rIFN-3-t veégil oly mddon
nyerjik, hogy az E. Coli feluliszot extrakcid
¢s megfeleld higitéas utén kozvetlenul tisztit—
juk - elényosen monoklonélis anti-test tiszti-
tasos lépés segitségével. Az extrakcio és a
tisztitdsi eljéréds a nagyléptékben torténo
termelés céljainak megfeleléen automatizalha-~
to. Talélmanyunk segitségével ily modon elsd
izben nyilik lehetdség nagymennyiségl homo-
gen rIFN-y eldallitésara és ezaltal kiterjedt
klinikai  vizsgalatok, bioldgiai kisérletek,
rontgen-krisztalografiai és szerkezet-funkcio
tanulményck elvégzésére.

A talélményunk szerinti eljéréssal eloél-

litott intakt rekembinédns human immun inter-
feron képlete a kdvetkezd:
Cys Tyr Cys Gln Asp Pro Tyr Val Lys Glu
Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala
GCly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr
Leu Phe Leu Gly Ile Leu Lys Asn Trp Lys
Glu Glu Ser Asp Arg Lys Ile Met Gln Ser Gln
Ile Val Ser Phe Tyr Phe Lys Phe Lys Leu
Phe Lys Asn Phe Lys Asp Asp GIn Ser lle
Gln Lys Ser Val Glu Thr Ile Lys Glu Asp Met
Asn Val Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys
Lys Arg Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn
Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn Val Gln Arg
Lys Ala Ile His Glu Leu Ille Gln Val Met Ala
Glu Leu Ser Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys
Arg Lys Arg Ser Gin Met Leu Phe Arg Gly
Arg Arg Ala Ser Gin.

Eljdrasunk tovabbi részleteit a leiréds
alabbi részében és a példékban ismertetjuk.

Az E. Coli &ltal termelt rekombindns hu-
mén immun interferont elényodsen fagyasztott
sejt-péepbdl 7 mdél/liter koncentracidoju guani-

din-hidrokloriddal extrahaljuk és megfeleld
tisztitdsi eljarasokkal tisztitjuk (pl. mono-
klonalis anti-test affinités oszlopon). A kb.
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18000 dalton {18K) latszdlagos molekulatomegi
tisztitott interferont (SDS-PAGE alapjén)
guanidines extrakcioval nyerjuk, mig az ala-
csony molekulatémeg(i speciest {a fdO-species
molekulatdomege kb. 15000 dalton, 15K) guani-
din tavollétében torténd szonifikacidval izo-
laljuk., Mind a 18K mind a 15K feherjék ami-
no-terminélis szekvencidja 6sszhangban &ll a
humén immun interferon fehérje DNS szek-
vencia kodolaésa alapjan varhatd szekvencia-
val.

A C terminélis frekvenciat oly modon
bhatarozzuk meg, hogy a tisztitott C-terminé-
lis peptidet CNBr kezelés utan analizaljuk és
szekvenciadjat meghatarozzuk. A 18K rIFN-y-
bol felszabaditott C-terminalis peptid amino-
sav-bdsszetétele és szekvencidja a rIFN-y elo-
reléthato szekvencidjdnak felel meg, ami azt
jelenti, hogy a 18K species az intakt moleku-
la. Masrészrél CNBr kezelés hatédsara a 15K
rIFN-y C-végcsoportjabdl kulonbdzé peptid-
—-fragmensek szabadulnak fel. Aminosav- és
szekvencia-analizis alapjan e kilénbozé pep-
tidek a 121-131 sz. aminosav-maradékoknak
felelnek meg, ami azt mutatja, hogy a 15K
species a proteolitikus termék.

A taldlmanyunk szerinti eljéras elonyods
foganatositasi modja szerint a fermentécios
miveletnél recipiensként az Escherichia coli
K-12 294 toérzset alkalmazzuk, felteve, hogy
mést nem  koézlunk., Ezt  a  torzset a
2 055 382A sz. brit szabadalmi bejelentésben
irtak le és az American Type Culture Collec-
tion intézménynél 1978. oktober 28-én ATCC
31 446 szamon deponé&ltdk. Minden rekombi-
nans DNS muvelctet a National Institutes of
Healt irénvelveinek megfeleléen végeztiunk el

Taldlmanyunkat azonban nem korlatoz-
zuk a fent emlitett E. coli K-12 294 torzs al-
kalmazésara, hanem eljdrdsunk sorén mas is-
mert E. coli tdrzsek (pl. E. coli MAZ210 vagy
E. coli RR1 /ATCC 31 343/) vagy mas mikro-
organizmusok is felhasznalhatok, amelyek sok
képviseldje barki szaméra hozzaférheté vagy
deponélasra kerult és elismert mikroorganiz-
mus letétbehelyezd intézmények Utjidn besze-
rezhetd (pl. American Type Culture Collecti~
on, lasd ATCC katalogus).

A rIFN-% C-végcsoportjanak utolsé 16
aminosav-maradékébol {azaz 131-146 sz. ami-
nosavak maradékabol) &llé szintetikus poli-
peptid monoklonélis anti-testjeit &llitjuk eld.
A rIFN-y tisztitdsara az egyik monoklonalis
anti-testet alkalmazzuk (Mo 3y 2-11.1). A
talalmany soran a monoklonélis anti-testeket
és az anti-test affinitdsos oszlopot a 103 898
sz. eurdpal szabadalmi leirésban foglaltak
szerint készitjuk el Eljarasunk tovabbi
részleteit az alébbi peélddkban ismertetjuk.

1. példa

Antigénkeént hasznélt hordozofehérje-po-
lipeplid komplex szintézise

3-
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A H-Lys~Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Met-Leu-
~Phe-Arg-Gly-Arg-Arg-Ala-Ser-Gln-OH poli~
peptidet thyro-globulinnal
TG) kapcsoljuk Goodfrien és tarsai modsze-
rével (Science 144, 1334 /1964/).

Magat a peptidet szokasos peptid-szin-
tetikus modszerekkel allithatjuk eld. A szi-
lardfazisu és folyadékfazisii modszert egy-
arant felhasznalhatjuk, bar sok esetben a
folyékony fézisu szintetikus modszer elényés.
Megfeleld peptid-szintéziseket pl. az aldabbi
irodalmi helyek irtak le: Schréder és Lubke:
.The Paptides”, Vol. 1. Academic Press, New
York, USA, 1966; vagy Izumiya és tarsai:
.Peptide Syntheses”, Maruzen, Tokyo, Japan,
1975; vagy Haruaki Yajima: .Experiments in
Biochemistry*, Vol. 1. 207-400 oldalak, Tokyo
Kagaku Dojin, 1977. E moddszerek koézul -
tobbek kozott - az azidos, kloridos, savan-
hidrides, vegyes savanhidrides, DCC és aktiv
észteres modszereket, a Woodwark K.-rea-
genst felhasznélé modszert, a karbodiimida-
zolos modszert, az oxidacios-redukciés méd-
szert és a DDCC/addiciés (pl. HONB, HOBt,
HOSu) modszert emlitjik meg.

Az IFN-y 131-146, fragmensének részle-
tes eldallitdsa a 103 898 sz. eurdpai szaba-
dalmi leirésban kerilt ismertetésre.
fenti polipeptidet 3,75 mg TG-vel osszekeve-
rink, majd 2 ml 50 millimélos foszfat-puffert
adunk hozzé és az elegyet jegesvizben eré-
teljesen keverjuk. Ezutan fokozatosan
30,4 mg karbodiimid-hidroklorid és 200 ml
desztillalt viz oldatat csepegtetjuk hozzé. A
reakcid befejezddése utédn desztillalt vizzel
szemben 24 oran At dializaljuk, majd liofili-
zaljuk. 4,7 mg fehérje-komplexet kapunk.

2. példa

Enzimhez kététt antigén elballitésa az
enzim  immunolégiai  meghatdrozédshoz
(EIA) az antitest kimutatéséhoz

Az EIA szémara az enzimhez kotott anti-
gént Kitagawa és tsai modszerével allitjuk
eld (Journal of Biochemistry 79, 233 /1976/).

{i) A maleimido-csoport bevitele a poli-
peptidbe.

fa tovabbiakban.
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Az 1. példa szerint eldallitott poli-
peptidet (350 nmdl) 1 ml 100 mmodlos foszfat-
-pufferben oldjuk (pH 6,8) és az oldatot
585 g (1,75 umodl) N-(4-karboxi-ciklohexil-
-metil)-maleimid N-hidroxi-szukciimid-észter-
nek 70 ul N,N-dimetil-formamiddal képezett
oldatdhoz adjuk. Az elegyet 30 °C-on 30 per-
cen &t keverjiuk. A reakcio befejezddése utan
Sephadex G-25 oszlop felhaszndlasaval kro-
matografalva 185 nmol, bevitt maleimido-cso-
portot tartalmazod polipeptid frakciét kapunk.

(ii) A maleimido-csoportot tartalmazé po-
lipeptid 5-D-galaktozidédzzal térténé kapcsola~

sa. .
A maleimido~csoportot tartalmazé poli-
peptidet (16,5 nmol) 3,3 nmdl B-D-galaktozi-

dazzal elegyitjuk. A reakciét 4 °C-on 18 6ran
at végezzik, majd 412,5 nmdél pg-merkapto-
-etanol hozzaadéasaval leallitjuk, A p-D-galak-
tozidézzal kapcsolt polipeptidet Sepharose 6B
oszlopon frakcionaljuk és a tovédbbi kisérle-
tekben felhasznaljuk.

3. példa
Immunizélés
6 db 7-8 hetes BALB/C egeret 40 ug

(fehérjében kifejezve) az 1. példa szerint
eldallitott  fehérje-komplex mint antigéen
Freund-féle teljes adjuvanssal képezett ben-
séséges keveréekével szubkutdn inokuldlunk
{(primer immunizalas). A primer immunizélas
utdn két héttel az egereket a fentivel azonos
dozist antigén Freund-féle nem-teljes adju-
vanssal képezett bensbséges keverékeével
szubkutén ismét inokuldljuk (szekunder im-
munizélas). Tovabbi két hét elteltével a ma-
sodik immunizélassal azonos modon harmadik
immunizalést hajtunk végre. A harmadik im-
munizélds utan 6 nappal az egerekbdl! részle-
ges veérmintéat veszink és a szérum-antitest
titereket az alabbiakban ismertetésre kerald
ElIA-moédszerrel meghatarozzuk (lasd: Immu-
nopharmacology 1, 3 /1978/). A legmagasabb
antitest-titert mutatd -2 szdmi egeret
120 ug antigén 0,5 ml vizes néatrium-kloriddal
lképezett oldatanak intravénas inokulédlasaval

végsd immunizalésnak vetjuk alad. Az egyes
egerek antitest-titer adatait az 1. téablazat-
ban foglaljuk o&ssze.

5
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1. teblazat

Immunizélt egerek antipeptid-antitest titere

B/T (%)
Az egér Elsbé immu- Masodik immu- Harmadik immu-
szama nizalas 1/ nizélas 2/ nizalas 3/
3-1 - 4/ N.D. 24.5
2 N.D. 5/ 19.3 35.3
3 - N.D. 24.7 )
4 N.D. 1.3 1.7
3 N.D. 1.8 5.0
[ - N.D. 0.8
normal
egér 0.6 0.1 N.D.
1/ Szérum higitas aranya: 1/1000 {P3U1) mieloma-sejteket alkalmazunk. (Cur-

2/ .Szérum higitas aranya: 1/6300

3/ Szérum higités aranya: 1:7800

4/ —: nem kimutathato

5/ N.D.: nem hataroztuk meg

B/T: (kotott enzim aktivitds/teljes hozzdadott
enzim aktivitas) x 100

ETA-modszer

A 2. példa szerint eldallitott feherje-
komplexel immunizdlt egerek széruméban
vagy a hibrodoma feliliszdoban levéd antitest-
-aktivitast EIA-modszerrel hatérozzuk meg.
(Immunology 1, 3 /1978/). A szérumot vagy a
hibridoma feluluszét  A-pufferrel (20 mM
Naz2HPOs, 100 mM NaCl, 0,1% NaN3, 1 mM
MgClz, pH 7,0) higitjuk, majd a higitott elegy
100 pl-es részletét 100 pl  enzimhez Lotdtt
polipeptid-szérmazékkal (2. példa) elegyitjuk
és a reakciot 24 °C-on 24 oran &t folytatjuk.
Ezutén 100 ul 3%-os, nyul anti-egér IgG-vel
kapcsolt cellulozt adunk hozzéa és a reakciot
24 °C-on 4 orén at folytatjuk. A reakcio be-
fejezddése utén a celluldzt 0,5% Tween 20-t
tartalmazd A-pufferrel alaposan mossuk, majd
500 pl 20 mug/ml-es  4-metil-umbelliferi-g-D-
-galaktozidot adunk hozzé. A reakciot 37 oC-
on 2 oran at végezzik, majd 3 ml 100 mmolos
karbonat-puffer (pH 10,5) hozzdadéasaval leal-
litjuk. A fluoresszencia intenzitidst fiuoromé-

terre mérjuk, {(gerjesztés 365 nm; emisszio
450 nm}.

4. példa

Sejt-fuzio

A 3. példaban leirt végsd® immunizalas

utan hérom nappal a ¥-2 egér lépét kivag-
juk, rozsdamentes szlUrdn nyomés alatt at-
szUrjuk és Eagle-féle miniméalis esszencialis
kozegben (MEM) szuszpendaljuk. Ily modon
lép-sejt szuszpenziot nyerunk. A sejt-fuzio-
hoz BALB/C egérbdl szarmazd P3-x63.Ag8.Ul
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rent Topics in Microbiology and Immunology
81, 1 /1978/). A sejtfuzidét Kohler és Milstein
eredeti modszerével végezzik el (Nature 236,
495-497 /1975/). A lépsejteket és P3U1l sejte-
ket kulon-kiilén szérum-mentes MEM-el ha-
romszor mossuk és 5 : 1 aréanyban (a sejtek
szaméban kifejezve) osszekeverjuk. Az ele-
gyet 800 fordulat/perc sebességgel 15 per-
cen &t centrifugaljuk, ezalatt a sejtek kille-
pednek. A felil elhelyezkedd folyadék alapos
eltavolitésa utén az uledéket enyhén fellazit-

juk, 0,3 ml 45%-os polietilén-glikol (PEG)
6000-t (Koch) adunk hozzda és az elegyet
37 °C-on meleg viztartalyban 7 percen &t

&allni hagyjuk, mikoris a sejtfuzid lejatszodik.
Ezutadn 2 ml/perc sebességgel MEM-t adunk
hozza. Az 6sszesen 12 ml MEM hozzéadésa

utén kapott elegyet 600 fordulat/perc sebes—

séggel 15 percen at centrifugaljuk, majd a
felit]l elhelvezkedd folyadékot eltavolitjuk., A
sejt-uledéket 10% magzati borju szérummal
kiegészitett RPMI-1640 taptalajban
(RPMI1640-10FCS)  szuszpendaljuk 2 x 108
P3U1 sejt/ml koncentréacioban és 24-mélyedé-
ses multi-csészékben (lLinbro} levd 144 mé-
lyedést 1 ml szuszpenzidval beoltunk. A be-
oltds utén a sejteket 37 °C-on 5% szén-di-
oxid-gazt tartalmazo inkubatorban 37 °C-on
inkubaljuk. 24 ora elteltével HAT-szelektiv
tenyésztést inditunk meg oly modon, hogy
HAT-tal (1 x 1004 M hipoxantin, 4 x 10-7 M
aminopterin, 1,6 x 105 M timidin) kiegészi-
tett RPMI1640-10FCS taptalajt adunk hozz4,
1 mi/mélyedés mennyiségben. A HAT-szelektiv
tenyesztést folytatjuk, mikozben a starttol
szamitott 3, 5. és 7. napon 1 ml régi tenyé-
szetet 1 ml HAT-kozegre cserélunk le. A hib-
ridomék novekedését a sejtfuzid utén 10-14
nappal figyeljuk meg. Mihelyt a fermentlé
szine sargaba megy at (kb. 1 x 105 sejt/ml)
a feluluszot ésszegyujtjuk és az anti-test
jelenlétében az EIA-modszerrel megvizsgél-
juk. A fenti modon 144 olyan mélyedést vizs-
galunk meg, amelyben hibridoma novekedést
megfigyveltink. Két mélyedésben (3 2-11 és 3

5.
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2-100) intenziv antitest-aktivitiast, mig két
masik meélyedésben (3 2-62 és y 2-70) gyenge
antitest-aktivitast figyeltink meg.

5. példa
Klonozés

Hérom mélyedésbdl (y 2-11, ¥ 2-62 és 7y
2-100) szarmazd, pozitiv antitest-aktivitast
mutatd meélyedésbdl szarmazd hibridomakat a
hatdshigitdsos modszerrel klonozunk. A hib-
ridoma sejteket RPMI1640-20FCS-ben legalabb

196462
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2-hibridéma sejt/ml Kkoncentraciéban szusz-
pendéljuk és a szuszpenzidt 96-mélyedést
tartalmazo mikrolemez mélyedései  kozbtt
0,1 ml részletekben elosztjuk. A fenti el-
osztdsban tapsejtként minden mélyedéshez
5 x 105 BALB/C egér timocitat adunk. A fen-
tiek eredményeként a sejtburjinzas kb. 2
hét mulva figyelhetd meg. A feluluszot ossze-
gyljtjuk és az anti-testek jelenlétét a 3.
példéban leirt EIA-moédszerrel meghatérozzuk.
Antitest aktivitast tapasztalunk 3 2-11 mé-
lyedés 19 klénja. kozul 8-ban, a 3 2-62 me-
lyedés 54 klonja kézul 3-ban, és a 3 2-100
mélyedés 47 kldnja kézul 5-ben (2. téblazat).

2. tdblazat

Klénozott hibridémak anti-peptid anti-test aktivitdsa

Hibridéma széama B/T {%)
3 2-11
1 68
.2 31
3 63
6 68
7 67
9 69
12 42
18 60
3 2-62
14 20
16 21
34 16
¥ 2-100
2 69
3 70
16 56
25 80
46 33
Hiperimmun egér szérum 35

6. példa

Monoklonédlis antitestek IFN-y-hez valo
kotodési kapacitésa

A  monoklénikus antitestek IFN-y-hez

valo kotbdési kapacitasat az alébbi modszer-
rel hatarozzuk meg., Nyul anti~egér IgG anti-
testtel kapcsolt celluléz 3%-os oldatahoz
(300 wl) a 3 2-11, 3 2-62 és y 2-100 sejtek 3
klonozott sejtvonal tenyészetének feluluszo-
jat {300 pl) adjuk és a reakciot szobahdmér-
sékleten 12-20 oran At folytatjuk. A cellulozt
ezutdn fiziolégiai konyhasd-oldattal alaposan
mossuk és az alabbi eljaréssal nyert IFN-x-

50

55

60

65

bol 550 ml-t adunk hozza. A feliluszot 3-4
dras reakcid utédn dsszegyljtjuk és az alédbbi
eljérassal nyert IFN-3-t adunk hozzé. A fe-
laliszot 3-4 orés reakcid utédn ésszegyGjtjuk
és az IFN-y aktivitdést a citopatikus hatas
(CPE) leolvasd moddszerrel mokrilemez fel-
hasznélaséval meghatérozzuk. {Applied Micro-
biology 16, 1706 /1968/). 96 mélyedést tar-
talmazé mikrolemez minden mélyedésébe 50 ul
MEM-t helyezink és az elsd mélyedésbe 50 ul
IFN mintat adunk, majd kétszeres sorozathi-
gitast alkalmazunk. Minden mélyedéshez 50 wul
WISH-féle sejt-szuszpenziot (4 x 105 sejt/ml)
adunk 20% FCS-t tartalmazé MEM-ben és az
inkubalast szén-dioxid gaz inkubatorban

7
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37 °C-on 24 éran at folytatjuk. Ezutér} min-
den mélyedéshez 2000 TCIDso (TCIDso = ko-
zepes sejttenyészet fertdzd dozis) koncent-

racidra beallitott 50 ul vesicularis stomatitis

196462
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15 ng/ml 12-0-tetra-dekonal-forbol-13-acetat-
tal torténd stimulélasa utdn 72 Ordval éssze-
gyujtott feluluszot alkalmazunk. A fenti fe-
luluszd tenyészet minden ml-re 4400 egység

virus (New Yersey tdrzs) készitményt adunk 5 human IFN-y-t (hdvel és savval szemben la-
és az inkubélast szén-dioxid inkubatorban bilis) tartalmaz. Ha az IFN-y-hoz kotddd ka-
37 °C-on folytatjuk. Mintegy 35 oOra eltelté- pacitdst mutatd anti-testek vannak jelen a
vel, amikor az IFN mintédt nem tartalmazé mé- klonozott sejt-tenyészet feliliszéban, ugy a
lyedésben levd sejtek 100%-os CPE-t mutat- hozzéadott IFN-3-nak a cellulézon az anti-
nak, minden mélyedést a CPE meghatdrozasa )0 -testekhez kell kotddni és a feluluszé IFN-y-
céljabol mikroszképikusan megvizsgaljuk és -aktivitasinak csékkenni kell. A 3 2-11 kldén
az 50%-os CPE-t mutato mélyedésben levd esetében az IFN-3-hoz vald viszonylag inten-
IFN-minta higitasi faktoranak reciprokat te- ziv kotddo kapacitds figyelhetd meg és a
kintjuk IFN-titernek. hozzdadott IFN-y (550 E/ml) 50-75%-a az an-
IFN-3 minta gyanant a humén periferida- 15 ti-testekhez kotddik (3. tablazat).
lis limfocitds 40 ug/ml concanavalin A-val és
3. tablazat

Monoklonélis anti-testek IFN-y aktivitdst meghkotsé hatdsa

Hibridoma tenyészet

.Maradék IFN aktivitas

(E/ml)
1. kisérlet 2. kisérlet
3 2-11.1 138 275
3 2-11.2 207 N.D.
3 2-11.6 N.D. 275
y 2-62.2 275 550
3 2-62.3 275 550
3 2-100.2 550 N.D.
¥ 2-100.3 550 N.D.
- 550 550
7. példa 45 8. példa
Monoklondlis antitest-termelé hibridomék Monoklonélis anti-test tisztitds
ascites képzése
Kiindulési anyagként 4 ml, a 7. példa
Az ascites-képzodést oly moddon idézzik g5p szerint kapott ascitikus folyadékot haszné-
eld, hogy 0,5 ml asvanyolajjal intraperitoniéa- lunk és a monoklonialis anti-test tisztitast
lisan elokezelt BALB/C egereket 1 x 108y 2- Staeelin és tsal modszerével végezzik el
-11.1, IFN-y aktivitdst megkoétd anti-testek {Journal of Biological Chemistry 256, 9750
termelésére képest klon-sejtekkel intraperi- /1981/). Az ascitikus folvadékot a fibrin-sze-
ténidlisan inokulédlunk. A hibridoémék intrape- 55 1 anyagok  eltdvolitdsa céljabdl  elobb
ritoniglis beadasa utan 10 nappal az asciti- 10000 fordulat/perc sebességgel 15 percen at
kus folyadékot levessziuk és az antitest-akti- centrifugéaljuk, majd foszfél-s6 pufferrel
vitést 107-szeres higitasig megvizsgéljuk. A (PBS: 8,1 mM NaHzPO4, 1,5 mM KH2POs,
megfeleld klon sejt-tenyészet feliluszo eseté- 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl; pH 7,2) olyan kon-
ben anti-test aktivitds 10i-szeres higitdsig gg centracidra higitjuk, hogy az ultraibolya ab-
figyelhetd meg, ugyanakkor az ascites-kép- szorbcié 280 nm-nél (Azo) 12 és 14 kozotti
z6dés (ascitizacido) az anti-test aktivitas kb. értéek legyen. A higitott mintahoz telitett vi-
1000-szeres novekedéséhez vezel. zes ammonium-szulfat-oldatot adva a szulfai-
-koncentraciot 47%-ra allitjuk be. Az elegyet
€5 4 °C-on 60 percen &t keverve elvégezzuk a

7-
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kisozast, majd centrifugaljuk (1000 fordu-
lat/perc, 15 perc}). A kapott csapadékot

50 mmél néatrium-kloridot tartalmazé 20 mmol
trisz-pufferben (pH = 7,9) oldjuk és 2 | fenti
pufferrel szemben dializaljuk. 2 o6ra mulva a

196462
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nyek kozott anti-test aktivitast foként a ki-
folyd frakcidkban tapasztalunk. A SDS-PAGE-
-modszerrel {(Laenilie és tsai: Nature 227, 680
/1970/) igazoljuk, hogy a tisztitott minta
ténylegesen az anti-test. Az ammoénium-szul-

5
dializalo oldatot ugyanezen oOsszetételi oldat fatos Lkisdzassal és DEAE-celluléz frakciona-~
friss 2 literes mennyiségével lecseréljuk és a lassal kapott frakcidk kézil néhényat 2-mer-
dializist tovabbi 15 oérén &t folytatjuk. A ki- kapto-etancllal redukélunk, majd 17%-os SDS
vélo csapadékot centrifugélassal (10000 for- gél-elektroforézisnek vetink ala 24 orén at
dulat/perc, 15 perc) eltavolitjuk és a felul- jg 30 volt feszultség mellett. Az anti-test akti-
Uszot olyan koncentracidra allitjuk be, hogy vitds csucsoknak megfelelden két savot ta-
az Ao 20-30 kozotti érték legyen. pasztalunk, a kb. 55 kilodalton (H lanc) és
A mintat 50 mmoél natrium-kloridot tar- kb. 28 kilodalton (L lanc) molekulatomegek-
talmazd megfeleld mennyiségll trisz-pufferrel nek megfeleld helyzetekben. Az ily moédon
(pH = 7,9) egyensulyba hozott DEAE-celluléz 15 tisztitott anti-test frakcido 17 IFN-y-megkotd
oszlopon (8 ml, Wattman DEsz) frakcionaljuk; kapacitdsdnak meghatdrozasa céljabol IFN-3y-t
az eluéldst 50 mmol natrium~kloridot tartal- adunk hozza (2200 U/ml). Azt talédltuk, hogy
mazod trisz-pufferrel, 1,5 ml/perc atfolyasi az IFN-y kb. 50%-a az anti-testhez kotodik
sebességgel végezzik el. A fenti koralmé- (4. tablazat).
20
4. tablazat
Minta Higitas Maradék IFN aktivitas
(U/ml)
3 2-11.1 frakcié 17 10} 1100
) 10-2 1100
10-3 2200
10 2200
Anti-IgE monoklonalis
anti-test 101 2200
10-2 2200
10-3 2200
104 2200
9. példa anti-testeket (Miles) alkalmazva uUgy, hogy
olyan IgG al-osztaly legyen azonosithatd,
Al-osztély, amelyhez a monoklondlis an- amelyhez 3 2-11.1 monokldnikus anti-testek -
ti-testek tartoznak 50 tartozhatnak. A monoklonalis anti-test és a
kecske anti-egér IgGZ2b anti-test kozdtt
Tisztitott anti-test frakciot (17 jell) (8. egyetlen Lulsénalld sav talalhats, mig a mono-
példa) 10-szeresére higitunk és agaron im- klonalis anti-test és a tobbi anti-anti-test
muno-kicsapasos reakcionak vetjuk ala kézott nem figyelhetd meg savképzddés. En-
{Ouchterlony teszt: Immunological Methods, 55 nek megfeleléen a monoklonalis anti-test az
Gel-Diffusion Techniques, Blackwell, Oxford, IgG2b-hez tartozik (5. tablazat).

1964) kecske anti-egér 1gGl, GZ2a, G2b és G3

8-
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5, tabldzat

Monoklonikus anti-test al-osztély

Antigén Anti-test Kicsapasos gérbe

Talalményunk szerinti monoklo-

nalis anti-test

(Frakcio 17) Anti-IgGl e

(Frakcio 17) Anti-1gG2a -

(Frakcio 17) Anti-IgG2b +

{Frakcio 17) Anti-1gG3 -

10. példa taptalajon 30 °C-on tenyésztjuk. Az egyéj-

A 8. pelda szerinti eljaréssal tisztitott
kifolyd frakcidokbol 25 ml (63,3 mg) monoklo-
nalis anti-testet egy éjjelen at 0,1 molos
natrium-hidrogén-karbonattal szemben
{pH = 8,3) dializéljuk. Kulén lombikban 25 mi
AFFI-GEL 10-t (Bio-Rad) vizzel alaposan mo—~
sunk, Uvegszird felhasznalasaval 0,1 modlos
natrium-hidrogén-karbonat-oldatban szusz-—
pendalva (pH = 8,3) és a fenti anti-testtel
Ossvokeverjuk, Az elegyet 4 orén &t 4 °C-on
a reakcio lejatszatédsa céljabol enyhén kever-
Jiok, majd 4 °C-on egy éjjelen 4t &llni hagy-
juk. Az AFFI-GEL 10-t" 0,1 modlos natrium-
-hidrogén-karbonat-oldattal (pH = 8,3) uveg-
szUrd alkalmazasaval alaposan mossuk. A gél-
hez 25 ml, 0,1 mdél etanol-amint és 0,15 mol
natrium-kloridot tartalmazé oldatot (pH =
-8,0) adunk. Az elegyet 4 °C-on egy Oran &t
rézatjuk a még visszamaradd reagalatlan ak-
tiv csoportot blokkoldsa céljabdl. A gélt
ezutén PBS-el (foszfattal pufferolt natrium-
-klorid-oldat; 0,01 mol/liter koncentracidju
foszfat nétrium-kloridban, 8,5 g/1, pH = 7,0)
mossuk és 25 ml, 0,1% natrium-azidot tartal-
mazo PBS-ben szuszpendéljuk. A szuszpenzi-
ot 4 °C-on taroljuk. A hozzdadott anti-test
és a szlrletben levd anti-test mennyisége
alapjan azt taldltuk, hogy az anti-test
2,35 mg/ml gél aranyban kotddik a gélhez.
Anti-test oszlopként az ily modon kapott re-
akciotermékkel toltdott oszlopot alkalmazunk.

11. példa

Az rIFN-y termeléshez E. coli RRI tor-
zset alkalmazunk (pRK148clws, pRCZ31/1FI-
900) (e rekombindns organizmus szerkezetét
a 99 084 sz, eurdpai szabadalmi leirasban is-
mertették). A pRK248cls és pRC231/IFI.900
plazmidok hémérsékletre érzékeny Lambda-
-represszor és IFN-y géneket tartalmaznak.
Az rIFN-y gének kifejezésre juttatdsa a Pr
promoterrel valo szabdlyozas alatt torténik.

A E. «coli RR1 torzs {pRKZ248clts,
PRCZ231/IFI-900) egy éjszakés tenyészetét LB
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szakas tenyészet 1 literét kazamino-savakat
tartalmazoé minimalis M-9 taptalajjal 10 literre
higitjuk. A _kazamino-savak-~ kazein hidroli-
zisével nyert, a mikrobiolégidban felhasznélt
aminosav-keverékek. A _minimélis M-9 tapta-
laj" ugyancsak a mikrobiologiaban hasznala-
tos téptalaj, amelynek o6sszetétele a kovetke—
z6: dinatrium-hidrogén-foszfat 6 g/lI; kélium-
-dihidrogén-foszfat 3 g/l; natrium-Kklorid
0,5 g/1; ammoénium-klorid 1 g/l; 1 mol/liter
koncentracidju magnézium-szulfat-oldat
2 ml/l; 1 mol/liter koncentracidju kalcium-
-klorid-oldat 0,1 ml/l; 20%-os glikoz-oldat
0,1 ml/}; pH = 7,4, Logaritmus novekedés
mellett a tenyészet hémérsékletét 30 oC-rdl
42 °C-ra nbdveljuk, majd a tenyésztést 42 oC-
on 2-3 orén &l folytatjuk. A baktériumokat
centrifugélédssal osszegylQjtjuk és a baktéri-
um-tartalmua labdacsokat felhasznélasig
-20 °C-on taroljuk. A frementacid és a fel-
dolgozés minden miveletét a National Institu-
tes of Health rekombindns DNS irdnyelveivel
osszhangban végezzuk el.

A rIFN-y szintetikus 131-146, C-termina-
lis peptidjeinek monoklonélis anti-testjeit a
fenti modszerrel készitjuk el. A rIFN-y tisz-
titésara Mo 3y 2-11.1 monoklondlis anti-testet
alkalmazunk. A monoklonélis anti-test-oszlo-
pot a 10. példéban leirtak szerint készitjuk
el.

A  rIFN-y MC-jéd-ecetsavval toérténd
karboximetilezést 6 mol guanidin-hidroklorid
jelenlétében, a (3) irodalmi helyen leirtak
szerint hajtjuk végre. A reagens foloslegét
C-8 forditott fazisu oszlopon térténd nagy-
nyom&su folvadékkromatografélassal tavolit-
juk el. A karboxipeptizddos bontéast 0,2 molos
ammonium-karbonét-oldatban a (4) irodalmi
helyen leirtak szerint végezziuk el.

A rIFN-% CNBr-el torténé kezeléset (me-
tioninhoz viszonyitva 100-szoros molaris fo-
losleg) 70%-os hangyasavban az (5) irodaimi
helyen leirtak szerint végezzitk el. A CNBr .
peptideket C-18 forditott fazisu oszlopon
nagynyomasu folvadékkromatografaléssal va-
lasztjuk el. A peptid elualasat 0 és 70% ko-
z6tti mennyiségl metil-cianidot tartalmazo

-9-
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T trifluor-ecetsav elegyekkel lineéris gradiens
szerint végezzik el.

A fehérje vagy peptid mintakat lezart,
nitrogénnel oblitett, evakualt csdévekben, 4%
tioglikolsavat tartalmazdé allandé forrasban
levd sésavban 20-24 6rédn &t hidrolizéljuk. Az
amino-analizist a (6) irodalmi helyen leirtak
szerint fluor-eszcamin aminosav-analizétorban
hajtjuk végre.

A karboximetilezett fehérjék szekvencia
analiziséhez a (7) irodalmi helyen leirtak
szerint ABI (Applied Biosystem Inc.) gazfa-

zisu szekvenciatort (470A) alkalmazunk. A
PTH-aminosavak mintdit a (8) irodalmi helyen
leirtak szerint ultraszférikus ODS oszlopon
forditott-fazisi nagynyoméasu folyadékkroma-
tografiaval azonositjuk.

Valamennyi tisztitdsi lépést 4 °C-os hd-
mérsékleten végezzik el. 25 g fagyasztott
sejtet hdromszoros mennyiséga (75 ml) 7 mo-
los guanidin-hidrokloridban szuszpendalunk
(pH = 7). Az elegyet 1 oOrédn &t keverjuk,
majd 1 oran keresztil 30000 g sebességgel
centrifugaljuk. A felitll elhelyezkedd folyadé-
kot tizszeres mennyiségli, Dulbecco-féle fosz-~
fattal pufferolt konyhasd-oldattal (PBS) vagy
0,15 molos natrium-borat-pufferrel (pH = 9,5)
higitjuk, majd 30 percen keresztiul 30000 g
sebességgel centrifugaljuk. Eljérhatunk oly
modon is, hogy 25 g fagyasztott sejtet més-
félszeres térfogatu (37,5 ml) 0,15 modlos nat-
rium-borat-pufferben (pH = 9,5) szuszpenda-
lunk és 1 oran a4t keverunk. Az elegyet 30-
-30 mp~ig 5 izben szonifikaljuk, majd
30000 g sebességgel 1 oOrédn at centrifugal-
juk. A guanidin-hidrokloridos extrakciobol
vagy szonifikacidobdl szarmazo, felul elhelyez~
kedd folyadékokat forgd razatd gépen 25 ml
kovasavval 1 orén &t keverjik, majd PBS-el
eldomossuk. Az elegyet oszlopra visszik fel és
az oszlopot o&sszesen 20-30 oszloptérfogatnyi
1 molos natrium-klorid-oldattal mossuk. Az
oszlopot 0,5 mol tetrametil-ammonium-kloridot
tartalmazo 0,01 molos néatrium-borat-pufferrel
(pH = 8) eluéljuk. Az interferont kb. 200 ml
olddszerrel eludljuk "és 4 részre osztjuk.
Minden részletet PBS-el egyensulyba hozott
monoklénikus anti-test (3 2-11.1) affinitas
oszlopra viszunk fel, (4 ml agytérfogat). Az
oszlopot 10 oszloptérfogatnyi PBS-pufferrel
mossuk, majd 1 moélos guanidin-hidrokloriddal
vagy 50%-os etilén-glikollal (amely 1 mol néat-
rium-kloridot és 20 mmdl natrium-foszfat
puffert /pH = 7,0/ tartalmaz) elualjuk. Az in-
terferont az elsd 20 ml-el elualjuk.

Az SDS-PAGE elvégzése Laemmli modsze-
rével torténik (9. irodalmi hely). A fehérjét
fluoreszcamin analizissel hatéarozzuk meg, re-
ferens standardként kristélyos marha-szé-
rum-albumint alkalmazunk. Az interferon ak-
tivitést a 10. irodalmi helven leirt médon,
vesicularis stomatitis virus és human WISH
sejtek felhasznélasaval, a citopatikus hatés
inhibicios assay segitségével hatarozzuk meg.
Az Osszes interferon titert a részlegesen
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tisztitott humén immun interferon referencia
standardhoz viszonyitva, referens egység/ml
formajaban fejezzuk ki.

Az extrakcios tisztitdsi miveleteket a 6.
tablazatban foglaljuk 6ssze. Az dssz-kiterme-
lés 25-32% és a tisztitas mértéke 100-769-
szoros, az atlagos fajlagos aktivités 1 x 107
egység/mg. Az rIFN-y Ossz-kitermelése a
guanidines extrakcio esetében 3-4-szer na-
gyobb., A tisztitasi mlveletek utolso lépésé-
nek SDS-PAGE diagramjat az 1. abran mutat-
juk be. A guanidines extrakcioval tisztitott
termék kb. 18000 . daltonnal (18K rIFN-y)
egyetlen savot mutat, mig a szonifikéacidos el-
jaras esetében kb. 15000 daltonnal (15K
riIFN-%) egy fosav és kb. 17000 daltonnal (1A
abra) egy melléksav jelentkezik. Nem-redu-
kélo gélen a rIFN-y dimerjei és oligomerjei is
képzddnek (1B abra).

A 18K riFN-y homogeén, és aminosav-0sz-
szetétele a DNS szekvencia alapjan varhaté
osszetételnek felel meg. A 15K és 18K rIFN-3
aminosav-¢sszetételéet a 7. téblazatban tan-
tetjuk fel. Automata gazfazisu feheérje/peptid
szekvencia meghatédrozo készulékben néhény
szaz pikomol redukalt és karboximetilezett
15K és 18K fehérje Edman-bomlast szenved.
A 15K és 18K feherjék elsé 32 és 26 marade-
kénak aminosav-N-terminalis szekvencidi a
DNS szekvencia alapjan vartnak felelnek meg
(2. ébra). A szekvencia analizis elsé és har-
madik ciklusaban !Y¥C-karboximetilezett cisz-
teineket mutattunk be. N-terminalis metionint
nem mutattunk ki. A 18K és 15K rIFN-y N-
-terminalis szekvencia analizise azt mutatja,
hogy mindkét fehérje esetében e tartoma-
nyok szekvenciédja a DNS szekvencia alapjan
varttal azonos. A fenti tartoményban fellépd
esetleges kiesések vagy valtozésok meghata-
rozasa céljabol a C-terminalis peptideket is
jellemezzuk. A karboxipeptiddz A {CPA) altal
megbontott elegy aminosav analizise azt mu-
tatja, hogy a 18K rIFN-y-bol szerin és/vagy
glutamin (C-terminalis aminosavak) szabadul-
{nak) fel, ugyanakkor azonban azonos koérul-
mények kozott a CPA a 15K rIFN-y-t nem
bontja. Minthogy a Ser-Gln képezi a rIFN-3y
C-terminalis szekvencidjat, a 18K species in-
takt C-terminust tartalmaz, mig a 15K species
esetében a C-termindlis maradék (Lys) ettol
eltérd és CPA nem bontja.

A DNS-szekvencia alapjan vérhatéd C-
-terminalis maradékok tovébbi bizonyitédsa
céljabol a C-termindlis peptideket CNBr-es
kezelés utan analizisnek és szekvencia-meg-
hatérozidsnak vetjuk alé. A C-terminalis pep-
tideket C18 forditott-fazisu oszlopon nagy-
nyomésu folyadékkromatogréafiaval valasztjuk
szet (3. ébral, A 15K rIFN-y esetében a gra-
diens korai részébét eludlva erds peptid csu-
csot (II. csucs) nyerunk és ez a peptid a
18k rIFN-y CNBr-el torténdé megbontasa utan
kapott keverékben nincs jelen. A fenti pep-
tid aminosav-analizis alapjén homoszerint
vagy homoszerin-laktont nem tartalmaz és
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ezért a 15K fehérje C-terminalis CNBr pep-
tidjéenek tekintendd., A fenti fehérje amino-
sav-analizis alapjan (8. tabldzat) az IFN-3y
121-131 sz. aminosav-maradékanak felel meg
(arginin nem mutathaté ki). A 11 aminosav
szekvenciajat szekvencia-analizissel igazoljuk
(2. abra). A 18K rIFN-y esetében az eluélés
korai részében viszonylag széles csucsot ka-
punk, amelyet sekély gradienssel két csucsra
valasztunk szét. Az aminosav analizis azt
mutatja, hogy az elsé csucs a 18K fehérje
CNBr C-terminalis peptidje (8. tablézat) és az

6.
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aminosav-tsszetétel a 138-146., aminosav-
maradéknak felel meg., A 9 aminosav
szekvenciajat szekvencia-meghatédrozassal
igazoljuk (2. é&b-ra)l A 15Kk fehérje C-
Lterminalis aminosava a meghatarozas alapjan
lizin,

A fenti eredmények igazoljak, hogy a
18K species az érintetlen rIFN-y molekula,
mig a 15K species a proteolitikus termék. A
131 sz. aminosav és a 132 sz. aminosav ma-
radéka kozott peptid koétést (Lys-Arg) a 15K
speciesen hasitjuk el

tabldzat

rIFN-y tisztitdsa

Tisztitasi Ossz— Teljes Fajlagos Tisz- Ki-
lépés feheérje aktivitéds aktivitds titds termelés
mg egység egyseg/ml ~SZOros— %
I. Guanidines extrakcio
Feliuluszo 2.806 2.5 x 108 9 x 104 . 100
Kovasav a8 1.0 x 108 1 x 106 11 40
Monoklonalis
anti-test 8 0.8 x 108 1 x 107 110 32
I1. Szonifikécio
Feluluszd 6.136 8.0 x 107 1.3 x 107 - 100
Kovasav 87 4.5 x 107 5.2 x 106 400 56
Monoklonalis
anti-test 2 2.0 x 107 1.0 x 107 769 25
7. tablazat
A 15K és 18K rIFN-y aminosav-dsszetétele (maradék szamok)
18K (1-146) 15K (1-131)

Asp 20.9 (20) 19.9 (20)
Thr 5.1 (5) 4.9 (5)
Ser 9.8 (11) 6.7 {9)
Glu 18.5 (18) 15.1 (16)
Pro * (2) ¥ (2)
Gly 5.9 (5) 5.6 (4)
Ala 8.2 (8) 7.3 (7)
Cys * (2) ¥ (2)
Val 9.1 (8) 9.1 (8)
Met 4.8 (4) 3.8 (3)
Ile 7.2 (7) 6.6 {7}
Leu 10.5 (101 9.6 (9)
Tyr 5.5 (35) 4.8 (5)
Phe 10.3 (10) 8.2 (9)
His 1.8 {2} 2.5 (2)
Lys 19.9 (20) 16.9 (19}
Arg 8.6 (8) 5.6 (3}
Trp ¥ (1) ¥ (1)

A zardjelben levd szamok a DNS szekvencia alapjan varhato maradékok szamat jelzik.

12

az ertékeket nem hataroztuk meg.
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8. tdblézat

A 15K és 18K CNBr C-terminalis peptidjei

15K 18K
Thr 0.9 (1)
Ser 1.1 () 0.84 (1)
Glu 1.1 (1) 1.1 (1)
Pro * (1)
Gly 1.5 (1) 1.3 (1)
Ala 2.4 (3) 1.1 (1)
Leu 1.0 (1) 1.1 (1)
Phe ' 1.0 (1)
Lys 1.9 (2) 2.8 (3)
Helyzetek a .
szekvencidban 121-131 138-146

A zérdjelben levd szamok a DNS szekvencia varhaté maradékok szémat jelentik,

* az ertékeket nem hatdroztuk meg.
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SZABADALMI IGENYPONTOK
1. Eljaras

Cys Tyr Cys GIn Asp Pro Tyr Val Lys Glu
Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala
Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr
Leu Phe Leu Gly Ile Leu Lys Asn Trp Lys
Glu Glu Ser Asp Arg Lys Ile Met Gin Ser Gin
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Ile Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys
Asn Phe Lys Asp Asp Gln Ser Ile Gin Lys
Ser Val Glu Thr Ile Lys Glu Asp Met Asn Val
Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg
Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn Tyr Ser
Val Thr Asp Leu Asn Val Gln Arg Lys Ala Ile
His Glu Leu Ile Gln Val Met Ala Glu Leu Ser
Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg
Ser Gln Met Leu Phe Arg Gly Arg Arg Ala
Ser Gln szekvenciaju

intakt rekembindns humén immun interferon
extrakeciojara a fenti fehérjét tartalmazo
transzformalt mikroorganizmusokbodl, azzal
jellemezve, hogy a transzformalt mikroorga-
nizmust valamely proteaz inhibitorral extra-
héaljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal
jellemezve, hogy protedz-inhibitorként guani-
din-hidrokloridot alkalmazunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a  transzformélt mikroorga-
nizmust a guanidin-hidroklorid oldataban
szuszpendal juk.

4. A 3. igénypont szerinti eljarés, azzal
jellemezve, hogy legaldbb 4 mél/liter kon-
centréciéju guanidin-hidroklorid-oldatot al-
kalmazunk.

5. Az 1, vagy 2. igénypont szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a transzformait
mikroorganizmus preparatumot a protedz in-
hibitorral torténd kezelés utan feluluszo
frakciora és sejtmaradvany frakciora va-
lasztjuk szét, és a feliluszo frakciobdl
nyerjik ki a humén immun interferont.

3 rajz

A kiadéasert felel a Kozgazdasagi és Jogi Konyvkiado igazgatoja

89.1253.66-4 Alfoldi Nyomda Debrecen - Felelés vezetd: Benkd lstvan vezérigazgato
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1. abra

Nem-redukals SDS—PAGE

Redukd1dé SDS—PAGE '
A I5K STDS 18K g 15K STDS 18K
e | 94K ok
43K e
- 30K
21K ik
| 4K a
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