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A talalmény olyan szerkezetekre vonatkozik, ame-

lyek legal4bb egy, 6sszefiiggs porusokkal rendelke-

20 membr4nbé! 4llnak, ahol a pérusok 4tmérGje a
2-200 nm tartoményba esik. A taldlminy tdrgya
tovabb4 az ilyen szerkezetek elSéllitasa, amelyet
tigy végeznek, hogy bacillus sejtburkokbél vizes ko-
zegben, kaotropikus szerek és/vagy feliletaktiv
anyagok adagol4s4val és/vagy a pH megviltoztats-
s4val protein molekul4kat vagy proteint tartalmazé
molekuldkat vagy ezekbdl felépiilS réteg-fragmen-

A leirds terjedelme: 9 oldal, 6 ébra

seket valasztanak le, oldatba, illetve szuszpenziéba
viszik, majd a kaotropikus szerek és/vagy feliletak-
tiv anyagok koncentrici6jdnak csokkentésével
és/vagy a pH megviltoztatssival a protein moleku-

_ 14k vagy proteint tartalmaz6 molekuldk vagy az

ezekbol felépiil réteg-fragmensek membranokk4
torténd rendezddését idézik elS.

A kialakitott membrinok ultrasziiré membra-
nokként alkalmazhat6k.
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A taidlminy olyan szerkezetekre vonatkozik,
amelyek legalabb egy, osszefiiges pérusokkal ren-
delkez6 membrénbdl dllnak, ahol a pérusok 4tmé-
rGje a 2-200 nm tartoményba esik. A talilmény
targya tovabba az ilyen szerkezetek elS4llitdsa.

Osszefiiggs, 2-200 nm 4tmér6j pérusokkal ren-
delkez6 membrénszerkezeteket, pl. ultraszfirs
membrénokat kiilonboz3, molekulatomegii nagy-
molekul4jt szerves anyagok elegyeinek frakciona-
lasédra vagy koncentrilasira hasznélnak. Aszim-
metrikus ultrasz{ird membranokat szAmos helyen,
ipari és kisérleti iizemi célra hasznilnak; ezek na-
gyon vékony, 4ltaldban 100-200 nm vastagssgi el-
vélaszt6 filmbSl — amely meghatérozza a membra-
non keresztill torténd tomegaramlast és az elvalasz-
ias szelektivitasat — és durvan pordzus tdmaszt6
rétegbdl allnak. Az elvalaszt6 filmek kiillonféle po-
limerekbdl allhatnak, fgy elSnydsen cellu-
16zsz4rmazé&kokbol vagy poliszulfonokbél. Az ilyen
ultrasz(irG membréanok vagy fazisvéltdssal késziilt
membranok, vagy Osszetett membrénok lehetnek.
A fazisvaltassal készillt membranokat agy allitjak
¢l5, hogy homogén polimer-oldatot kicsapdszerrel
hoznak érintkezésbe, ekkor a polimer-oldat és a
kicsap6szer érintkezési felilletén membrén képzg-
dik, ez egyesiti magaban a durvén porézus timaszté
filmet és a finoman porézus filmet. Az Gsszetett
membranok esetén az elvalaszt6 filmet és a tdmasz-
16 filmet killon-kiilon 4llitjak elg, és utélag illesztik
ossze.

Azismert ultrasz{ir§ membrénok esetén a poru-
satmérd mérete nem 4lland6, hanem egy 4tlagérték
Loril véletlenszerien oszlik meg. Az ultrasziirg
membranok viselkedését a visszatartdsi gdrbével
lehet jellemezni. A visszatart4si gorbét Ggy allapit-
jak meg, hogy killonbozs idedlis tesztmolekul4kra
{ezek toltéssel nem rendelkezd gombalakG moleku-
iak), killonboz6 molekulatdmegeknél (MW) meg-
hatérozzik az ultrasziird membrin visszatartasi
arényét (R) szdzalékban. A visszatartasi gorbe az
ezen tesztértékek kozotti interpolaciot képviseli, és
a visszatartési arény (R) és a molekulatomeg loga-
sitmusa [log(MW)] kozotti dsszefiiggést mutatja.

Az 1. dbra hirom, kereskedelemben kaphat6
ultraszfir§ membran visszatart4si gorbéjének diag-
ramjit mutatja, éspedig:

- A gorbe: PSED (Millipore) membran, Milli-
pore, Bedford, Ma, USA gy4rtmény;

~ B gorbe: PSVP 1000 (Millipore) membrén,
ugyanannak a cégnek a gyartménya;

— C gdrbe: PM 30 (Amicon) membrén, Amicon,
Danvers, Ma, USA gy4rtmény.

Anmint a visszatartasi gorbékbél 14that6, ezekkel
az ultrasziir6 membranokkal az egymistol kissé
eltéré molekulatomegf molekul4kat nem lehet €le-
sen elvélasztani.

Az ultraszlirG membranoknak egy mésik jellem-
zGje az figynevezett 4tfolyasi ardny. Ez azt a viz-
mennyiséget jelenti, amely a membrénon m*-en-
ként és Oranként egy elére meghatérozott, amemb-
ran két oldalén fennéllé nyom4askiilonbségnél 4tfo-
lyik. Az ismert, fazisvéltassal késziilt membranok
esetén, amelyek 100-200 nm vastagségt elvélaszté
filmet tartalmaznak, a membran jelentGs ellenéll4st
feji ki az atfoly6 vizre, Az 4tfoly4si ardny annal

5
Lo

10

35

45

55

65

2

magasabb, minél nagyobb a membrén egységnyi
felilletén elhelyezked§ porusok szdma, vagy minél
kisebb az effektiv porusmélység, azaz a porusokat
alkot6 csatornik hossza. Emellett az ultraszfirG
membrénok fontos mindségi jellemzGje a kémiai
és/vagy termikus stabilit4s.

A taldlmény célja olyan szerkezet kialakitssa,
amely legal4bb egy, 6sszefiiggd pérusokkal rendel-
kez§ membrénbél 4ll, ahol a pérusok 4tmérGje 1 és
8 nm kozitti, és amellyel — ultrasziirSként torténd
alkalmaziskor — egym4st6l kissé eltér molekula-
tdmegl molekuldk éles elvilasztisa lehetséges és
jobb atfolyasi arany érhetd el, mint az ismert ultra-
sz{irG membranokkal, és amely j6 kémiai és termi-
kus stabilitast mutat.

A Kkitlizott clt a taldlméany értelmében egy olyan
szerkezet megalkotasbval értikk el, amelyben a
membrént vagy membrénokat — amelyek sik, gor-
biilt, hengeres vagy sejtszeri feliletet alkotnak —
legaldbb egy, egymishoz csatlakozd, kris-
talyracsban elhelyezkeds molekulék rétegébdl ala-
kitjuk ki, nevezetesen bacillus sejtfalabol. fgy ezek-
ben a rétegekben a kristdlyrdcsnak megfelelGen
Osszefiiggl pérusok maradnak szabadon a moleku-
14k kozott. A membrénokat megfelels porézus hor-
doz6 anyaghoz kapcsoljuk vagy abban alakitjuk ki,
vagy tdmaszt6 filmhez kapcsoljuk. A membrénok-
ban a protein molekuldk vagy proteint tartalmaz6
molekuldk egyszeres rétegét vagy tobb egymassal
Osszefitggd rétegét alakitjuk ki kristalyrdcsnak
megfelelden, ahol a protein molekuldk vagy prote-
int tartalmazé molekuldk nem-kovalens kotéssel
kapcsol6dnak egyméshoz,

A taldlmény egy elényds megvalGsitsi modja
szerint a taldlmény szerinti szerkezetet Ggy alakit-
juk ki, hogy mono- vagy bifunkciés molekulakat
kapcsolunk a protein molekul4k vagy proteint tar-
talmaz6é molekuldk reaktiv csoportjaihoz. Ezek a
reaktiv csoportok lehetnek karboxil- és/vagy ami-
no- és/vagy szulfhidril- és/vagy hidroxilcsoportok.
A kapott szerkezet olyan membrinokat tartalmaz,
amelyek protein molekulakbél vagy proteint tartal-
maz6 molekulskb6l 4116 réteggel rendelkeznek,
ahol ezcket a molekuldkat a reaktiv helyeknél ide-
gen molekulgk kétik ossze.

A taldlmény egy miésik elSnyds megvaldsitési
modja szerint a membran protein molekuldit vagy
proteint tartalmazé molekul4it bifunkcionalis ide-
gen molekuldkkal intramolekul4ris kovalens ke-
resztkotésekkel kapesoljuk dssze €s/vagy az ugyan-
azon membrénhoz vagy két szomszédos membran-
hoz tartoz protein molekuldkat vagy proteint tar-
talmaz6 molekuldkat kovalens keresztkdtésekkel
egyméshoz kapcsoljukl — alkalmas bifunkcionilis
idegen molekul4dkon keresztiil — és/vagy a protein
molekuldkat vagy proteint tartalmaz6 molekulakat
— alkalmas bifunkcion4lis idegen molekuldkon ke-
resztiil — keresztkotésekkel hordozd anyaghoz
kapcsoljuk.

A taldlmény egy tov4bbi elényos megvalésitisi
médja szerint az idegen molekuldk bejutnak a
membran pérusainak azon z6n4jéba, amely a pro-
tein molekulédk vagy proteint tartalmaz6 molekulédk
kozé nytlik be.

A taldlmany egy még tovabbi elonyds megvalosi-
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tdsi m6dja szerint a membrénok olyan protein mo-
lekuldkat vagy proteint tartalmaz6 molekulskat
és/vagy idegen molekulikat tartalmaznak, ame-
lyekben disszocidlhat6 csoportok talsthat6k, ezek a
membrén mikodése kozben disszocidlnak, fgy a
miikodési feltételektdl fiiggden, elére meghataro-
zott elektromos toltést tudnak felvenni. A membri-
nokat elSnydsen Ggy alakitjuk ki, hogy a membrén
pérhuzamos feliletein ezek a disszocisthat6 cso-
portok eloszlssukra és/vagy tipusukra nézve aszim-
metrikusan helyezkedjenek el.

A taldlminy szerinti membré4nokat tgy 4llitjuk
¢l§, hogy protein molekulikat vagy proteint tartal-
maz6 molekuldkat, amelyeket scjtek burksb6l nye-
riink, vagy ilyen molekul4k rétegének fragmenseit,
ahol ezek a molekulsk egyméshoz kapcsolddnak,
oldatba, illetve szuszpenzi6ba visszilk, Az atkalma-
zott folyadékfézis, célszertien vizes kozeg, kaotro-
pikus szereket, példdul guanidin-hidrokloridot
vagy karbamidot és/vagy felilletaktiv anyagokat is
tartalmaz. A kapott oldatban, illetve szuszpenzi6-
ban azutin csokkentjiik a kaotropikus szerek
€és/vagy feliletaktiv anyagok koncentraci6jat,
és/vagy viéltoztatjuk a kozeg pH-jat, igy olyan koriil-
ményeket hozunk létre a kzegben, hogy a protein
molekuldk vagy proteint tartalmazé molekuldk
és/vagyréteg-fragmensek olyan membranokk4 ren-
dez8dnek, amelyekben a protein molekuldk vagy
proteint tartalmazé molekulsk kristalyracs-szeril-
en helyezkednek el egym4s szomsz&dségsban. Ek-
kor a molekuldk kozbtt kristalyracs szerint rende-
z6d6 pérusok szabadon maradnak. Az fgy kialaki-
tott membranokat egy hordoz6ra vagy hordoz6ba
helyezziik, ahol célszeriien mono- és/vagy bifunkci-
ondlis idegen molekuldkkal végzett kezeléssel a
protein molekulskat vagy proteint tartalmaz6 mo-
lekulakat relativ csoportjaikon keresztiil intramole-
kuléris keresztkotésekkel egymashoz és/vagy a hor-
doz6hoz kapcsoljuk. A protein molekuldk vagy
proteint tartalmaz6 molekulék és/vagy az ilyen mo-
lekuldkbél felépitett réteg-fragmensek oldaténak,
illetve szuszpenzidjénak létrehozisakor elonydsen
gy jarunk el, hogy olyan tipust sejtburkokbél in-
dulunk ki, amelyeknek belsd rétege kristalyracs-
szerfien egymds mellett elhelyezked§ protein mole-
kuldkb6l vagy proteint tartalmazé molekulikbol
€piil vel, ahol a rétegben a molekulak kdzott kris-
talyracs-szerfien elrendez6dS dsszefiigg6 porusok
szabadon maradnak. Kaotropikus szerek és/vagy
feliiletaktiv anyagok adagolisaval és/vagy a kozeg
pH-jénak médositéséval a protein molekuldkat
vagy proteint tartalmaz6 molekul4kat vagy az ilyen
molekuldkbdl felépitett réteg-fragmenseket a sejt-
burkokro6l levélasztjuk, és a sejtburkok maradékat
a kozegtSl elvilasztjuk.

A taldlmény egy el6nyds megval6sitdsi médja
szerint a protein molekul4k vagy proteint tartalma-
z6 molekuldk elvilasztisst Ggy végezzik, hogy a
kozeg pH-j4t 7,0 és 13,0 kozdtti, eldnydsen 7,0 és
9,5 kozotti Ertékre emeljitk, vagy 1,0 és 7,0 kozotti,
elonyodsen 2,5 és 7,0 kozotti értékre csokkentjitk.

A taldlmény egy miésik el6nyds megvalOsitasi
m6dja szerint a kaotropikus szerek és/vagy feliilet-
aktiv anyagok koncentrici6jinak csokkentését
€s/vagy a pH viltoztatését, amivel a protein mole-
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kulék vagy proteint tartalmaz6 molekuldk és/vagy
elvilasztott réteg-fragmensek membrénn4 rende-
z6dését meginditjuk, dializissel hajtjuk végre.

A talélmény egy tovabbi elényds megvaldsitési
médja szerint olyan mono- és/vagy bifunkcion4lis
idegen molekulikat alkalmazunk, amelyek a prote-
in molekulik vagy proteint tartalmaz6 molekuldk
karboxil-, amino-, szulfhidril- és/vagy hidroxilcso-
portjaival

A talslmény egy még tovabbi el6nyds megvalosi-
tdsi médja szerint a protein molekul4k vagy prote-
int tartalmaz6 molekuldk és/vagy réteg-fragmensek
membréinna rendez6dése szilard fazis — folyadék
fazis hatérfeliileten megy végbe.

A taldlméany egy még tovibbi eldnyds megvalosi-
tasi modja szerint a protein molekulék vagy prote-
int tartalmaz6 molekuldk és/vagy réteg-fragmensek
OnrendezSdésével kialakult membréinok maximalis
mérete 100 um alatti, el6nybsen 15 pm alatti tarto-
méanyban van, birmely dimenziéban.

A taldlmény egy még tovabbi el6nyos megvalési-
t4si mbdja szerint a membrénokat egy hordozéra
lepitjiik.

A taldlmény szerinti médszerrel kialakitott szer-
kezetek a kovetkezd teriileteken alkalmazhatok:

— ultrasziirGként, gazelvilasztGként vagy ioncse-
rés folyamatokban elvilaszt6ként;

~ hordozbdszerkezetként méis féligateresztd
membrénokhoz, amelyek a membrinok pérusai-
ban helyezkednek el, ahol ezeket a mésik féligate-
reszt§ membranokat kdzvetlenil vagy bifunkcions-
lis idegen molekulskkal létrehozott, a protein mo-
lekul4k vagy proteint tartalmaz6 molekuldk karbo-
xil-, amino-, szulfhidril- és/vagy hidroxilcsoportjain
keresztiil keresztkotésekkel kapesoljuk, Az ilyen
masik félightereszté membranok Ichetnek példaul
hipersziir6 membrénok, célszerien feliletaktiv
vagy ilyenszerii lipoid hipersziiré membrénok, ion-
cserés eljarasok elvilasztszerkezete, bepérlé elja-
rasok elvalaszt6 szerkezete vagy old6szer diffGzi6s
membrénok;

- oszlopkromatogrifia elvilaszté oszlopaként,
ahol a membrénokat célszerien h6lyagocskék for-
méjaban alakitjuk ki;

— anyagok burkol6anyagaként, amikor ezt a bur-
kol6anyagot biolégiailag lebomlé csomagolé-
anyagként vagy ordlisan adagoland6 gy6gyszerkeé-
szitmények kapszul4jaként alkalmazhatjuk.

Néhany bacillus sejtburkdnak a belsS rétegében
a tomegeloszlas elektronmikroszképos meghatéro-
zaséval periodicitds mutathat6 ki, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ezeknek kristalyos szerkezetik
van. Ez a belsé réteg, amelyet a kovetkezGkben
S-rétegként emlitiink, vizes kozegben, kaotropikus
szerek adagoldsdval elvilaszthat6 a sejtburokbn
kozvetleniil alatta elhelyezkedd, peptidogliként
tartalmaz6 rétegtdl, és oldatba vihetS. Ahogyan ez
biokémiai médszerekkel meghatérozhaté, ez az S-
réteg a legtobb esetben azonos molekulskban 4l
mégpedig protein molekuldkbdl vagy proteint tar-
talmaz6 molekulakb6l. Ha a kaotropikus szer kon-
centraci6jat példaul dializissel csokkentjilk az ol-
datban, ezekbSl a molekulakb6l dnrendezidéssel
kis membran fragmensek képz&dnek, amelyeknek
felitleti mérete 10-15 um-ig terjed, és amelyek

3

3-



HU 206704 B

5

ugyanolyan tomegeloszlast mutatnak, mint az ere-
veti S-réteg. Ezeket a membran-fragmenseket a
tovabbiakban P-membranként emlitjiik. Mivel ezek
a F-membranok a kaotropikus szerek koncentraci-
6janak emelésére ismét szétesnek, illetve a kaotro-
pikus szerek koncentrécidjanak ismételt csokken-
tésére ismét kialakulnak, feltételezhets, hogy a P-
membrénok egymas melletti, egyméshoz kapcsolé-
do, kristalyracsban elrendez3d6 protein molekuldk
vagy proteint tartalmaz6 molekuldk rétegébél épiil-
nek fel, és a P-membrinokat képezd molekulak
reverzibilis old6ddsa, illetve rekonstitudldsa a mo-
lekuldk nem-kovalens kapcsol6d4sa kovetkeztében
megy végbe.

Az elSzbleg meghatdrozott tomegeloszlasbol
felismerhets a racsszerkezet tipusa, amely négyze-
tes, hexagonélis vagy ferdeszogfi lehet. A 2-4. dbran
bemutatunk hiromféle racstipust, amelyeken felis-
merhet§ a protein molekuldkbd), illetve proteint
tartalmaz6 molekuldkbol felépitend§ S-réteg, illet-
ve P-membrin, A 2. 4braegy p4-szimmetri4jt négy-
zetes racsszerkezetet mutat, a 3. dbra egy p6-szim-
metri4jG hexagonalis rdcsszerkezetet mutat, és a 4.
4bra egy p2-szimmetriajt ferdeszogili racsszerkeze-
tet mutat. Az S-rétegek és P-membrénok elektron-
mikroszkdppal meghatirozott tomegeloszlasa
alapjan feltételeztiik, és a 2—4. abrakon sematiku-
san 4brézoltuk, hogy az S-rétegeket és P-membra-
nokat képezs molekulak kozott jellemzs form4ja és
méretd Osszefiiggd porusok helyezkednek el.
Ahogy a késGbbickben részletesen targyaljuk, ez a
feltételezés bizonyitast nyert.

A tovabbiakban az elsd példaban és az 5-7. 4b-
réval egy olyan szerkezet kialakitdsat ismertetjiik,
amelyhez P-membrant alkalmaztunk, és amely ult-
rasziirGként hasznilhato6.

1. példa

Bacillus stearothermophilus 3¢/NRS 1536 sej-
tekbdl indulunk ki, amelyeknek a sejtburkit citop-
iazma membrén, peptidoglikdnt tartalmaz6 réteg
és S-réteg képezi. Ahogyan az a mikrobiologiai
gyakorlatban szokésos, a sejteket elGszor ultra-
hang-kezeléssel felnyitjuk, a citoplazma membrén
fragmenseket detergensek segitségével dezinteg-
réljuk, és a maradék sejtmembrdn fragmenseket
mosissal megtisztitjuk a sejtkomponensektdl. Ez-
utdn az S-réteget a peptidogliként tartalmazé ré-
iegtdl vizes kozegben elvilasztjuk tigy, hogy kaotro-
pikus szerként 5 m6l/l guanidin-hidrokloridot ada-
golunk, és oldatba vissziik. Az oldatbél ezutén cent-
rifugilassal elvdlasztjuk a peptidoglikdn fragmen-
seket, és a tiszta oldatot 10 mmél/1 CaCla-t tartal-
maz6 pufferoldattal szemben dializaljuk. A dializis
sorén, amikor a guanidin-hidroklorid koncentréci-
6ja az oldatban gyakorlatilag nulléra csokken és a
CaClz koncentrécitja emelkedik, P-membranok
képz6dnek, amelyek 14 nm periodicitist négyzetes
racsszerkezetet (p4-szimmetri4jt) mutatnak, és
amelyeknek a felilleti mérete legfoljebb 15 um.
Ezeket a P-membrénokat keveréssel a vizes kozeg-
ben szuszpenzidban tartjuk

Az ultrasziir§ kialakitdsahoz az S. 4brdn bemu-
tatott, 2 nyoma4s alatt miikods berendezést hasznal-

10

35

45

50

55

65

6

juk. Ez 3 fenékrésszel rendelkezik, amelyen bordé-
zott aljG, 4 hengeres horony van kialakitva, ebbe
por6zus 5 szinterlemez van bedgyazva, az 5 szinter-
lemez alatti tér 6 kivezetS csatornan keresztiil 7
kivezetSesGvel van osszekotve. A 3 fenékrészen 8
0-z4r6 gyfir(i kozbeiktatdsaval plexitiveghél késziilt
9 hengeres fal van elhelyezve, amelyen egy masodik,
10 0-z4r6 gytird kozbeiktatasaval 11 fedGrész van
elhelyezve. A 11 fedSrészben 13, 14 csatlakoz6kkal
ellitott 12 bevezetSesatorna van kialakitva, A 13 és
14 csatlakoz6k bevezetdcsd, illetve nyom6gaz-for-
r4s csatlakoztatdséra szolgdlnak. A 11 fedrész alsé
részéhez 15 migneses keverGegység van csatlakoz-
tatva, amelynek 16 keverGje leér a 9 hengeres fal
als6 sz¢léig. A nyomds alatt mkodS berendezés
fenék- és fedSrészét miikodtetéskor egy, 17 és 17
helyre kapcsolt dsszekapcsold eszkoz tartja Ossze.

Az ultrasz(ir§ elG4llft4s4hoz a nyomds alatt mii-
kodG berendezésben levs 5 szinterlemezre egy tar-
csa formd4ja 18 mikrosziirt helyeziink el (Nuclepo-
re, Titbingen, NSZK gydrtmény), amely az el54lli-
tand6 ultraszir§ hordozdjaként fog szolgélni. Ez a
18 mikrosziirG 10 wm vastag, egyenletes porusmé-
ret, 0,1 pm p6rusitmérdyi polikarbonét-filmbol
4ll. A fent ismertetett m6don elkészitett P-memb-
ran-szuszpenzi6t a 13 csatlakozon keresztiil a 11
fedGrészbe onfjiik olyan mennyiségben, hogy a mik-
rosziirre cm“-enként 25 pg P-membran jusson.
Ezutén a 14 csatlakozén keresztiil 0,5.10° Pa tdl-
nyoméssal nitrogéngézt vezetiink be, aminek hata-
séra a szuszpenzi6 folyadékfazisa a 18 mikrosziir6n
és 5 sznterlemezen keresztiil eltavozik, és a P-
membranok a 18 mikrosziirSre lerak6dnak. Ezutén
a13 csatlakoz6n keresztiil a lerakédott P-membré-
nokra 3 ml 2,0 térf%-os glutéraldehid-oldatot (0,1
mél/l-es nitrium-kakodilat-pufferben, pH=7,2)
juttatunk. Ezutén 2.10° Pa télnyomast létesftiink,
ezzel a glutaraldehid-oldatot 20 °C-on 20 perc alatt
atsajtoljuk a lerakédott P-membrénokon és a 18
mikrosz(irdn. A glutsraldehidben a molekula két
végén két karbonilcsoport van, fgy a P-membrén-
ban tallhat6 proteint tartalmaz6 molekulék lizin-
jének e-aminocsoportjaival bifunkciondlis térhél6-
sft6szerként reagél. Abban az esetben, ha mindkét
g-aminocsoport ugyanabban a proteint tartalmaz6
molekuldban helyezkedik el, akkor ez a reakcié
intramolekuldris, mig ha a két e-aminocsoport két
killonboz$, protéint tartalmazé molekuléban he-
lyezkedik el, akkor ez a reakci6 intermolekuldris.

Néh4nyszor megismételt mos4s utén a 18 mikro-
sz{irGbsl és a lerakédott és térhalositott P-memb-
ranokbél 4116 ultrasziirs 1ényegében kész, és eltdvo-
lithat6 a 2 nyom4s alatt mkodd berendezésbdl,
Azonban a fenti m6don készitett ultraszlirG memb-
rant tartalmaz6 2 nyomd4s alatt miikodo berendezés
kozvetleniil is alkalmazhat® ultraszirS egységként.

A készitett ultrasz(ird membrén visszatartasi jel-
lemzSinek meg4llapitasa céljabél sziirési kisérlete-
ket végeztiink 2.10° Pa nitrogén-tllnyomas alkal-
mazisa mellett, kiilonboz3 tesztmolekulikat alkal-
mazva, killonboz6 pH-n4l, a tesztmolekuldk toltés-
sel nem rendelkeztek, azaz izoelektromos pontjuk-
nél (IEP) dolgoztunk. Tesztanyagként akovetkezs-
ket alkalmaztuk:

4.
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Protein Molekula A
tomeg  IEP rajzokban

1. Mioglobin 17.000 6,6 M
2. Szubtilizin 27.000 9,4 S
3. Ovalbumin 43.000 46 0O
4, Szarvasmarha

szérum albumin 67.000 47 BSA
5. Ferritin 440.000 43 F

A 6. 4bra az ezen anyagok visszatartdsi ardnya
alapjan meghat4rozott teszt értékek interpol4ciojs-
val megszerkesziett visszatartssi gorbét mutatja. A
visszatart4si gorbén éles batdr mutatkozik a szubti-
lizin és az ovalbumin molekulatomege kdzbtti ér-
téknek megfelels visszatartssi ardnyban. A vissza-
tartdsi gorbe azt is igazolja, hogy a P-membrénok
azonos méretii OsszefiiggS pérusokkal rendelkez-
nek. A visszatartési gorbe formé4ja alapjén feltéte-
lezhet6, hogy a pSrusok 4tmérSje 4-5 nm.

Az ezzel az ultrasziir membrénnal meghatéro-
zott 4tfolyasi ardny 2.10° Pa membran-tGlnyomds
esetén mintegy 480 1/6ram’. Az 4tfolyssi ardny
azonban alerakédott P-membréanok mennyiségétdl
fiigg. Igy, ha lerakédott P-membranok mennyisége
50 ug/cm’, ez az érték 2201/6ra.m? éstékre csokken.

A fenti m6don el64llitott ultrasziiré membrén
tovabbi eldnyds tulajdonsigokkal rendelkezik,
amelyeket a kovetkezSkben ismertetiink,

A szabad amino- és karboxilcsoportok kiilonbo-
z0képpen jirulnak hozzi az S-réteg-fragmensek,
illetve a nemtérhalésodott P-membranok ereds
elektromos toltés€hez, az Sket korilvevs vizes ko-
zeg pH-j4t6l figgSen. 9,0 pH-€rték cléréséig az
aminocsoportok pozitiv toltést eredményeznek,
mig a karboxilcsoportok negativ toltést eredmé-
nyeznek 2,0 pH-értékig. Egy bizonyos pH-értéknél,
azaz az izoclektromos pontjuknél (JEP) a negativ
és pozitiv toltésck kompenziljik egymist, igy az
§S-réteg-fragmensek és P-membrénok kifelé elekt-
romosan semlegesnck mutatkoznak. A jelen példé-
ban a P-membrén potencislisan pozitiv toltéssel
rendelkezd csoportjai elvesznek azaltal, hogy a P-
membranok proteint tartalmazd molekuldiban ta-
l4lhaté lizin molekuldk e-aminocsoportjait gluts-
raldehiddel térhalositjuk, ez4ltal a térhalésttott P-
membrén EIP értéke a savas tartoményba keril,
mégpedig kisebb érték lesz, mint pH =2,0. A térh4-
l6sitott P-membrénok negativ eredd toltése sok
esetben hat4sos védelmet jelent a membréan p6ru-
sok eltdombdése ellen fiziologids koriilmények ko-
zott végzett sziirések esetén.

A7. 4bran sematikusan bemutatjuk a jelen példa
szerint elGallitott ultrasziir6 membran egy részle-
tét. A 18 mikrosziir$ 19 osszefiiggs poérusai felile-
tére lerakédtak a 20 P-membranok, és ott kereszt-
kotéssel vannak rogzitve. Ezeket tehat olyan
mennyiségben alkalmazzuk, hogy a P-membrinok
teljes feliiletének mennyisége mintegy két-harom-
szorosa legyen az ultrasz{ir6 membran felileténck,
igy a P-membrénok 4ltalaban két rétegben helyez-
kedjenek el, és azok fedjék 4t egymast.

2. példa
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Az1. péld4tél eltérGen Bacillus stearothermop-
hilus pV 72 sejteket alkalmazunk. Ezeknek a sejt-
burka szintén citoplazma membréanbdl, peptidogli-
ként tartalmaz6 rétegbSl és proteint tartalmazé
molekulakboél 4116 S-rétegbdi épiil fel. A P-memb-
rin-szuszpenziét az 1. példaban leirt médon a sejt-
burokbél allitjuk elS. Ennek a bacillusnak a sejtbur-
k4bol nyert S-réteg, illetve P-membrénok hexago-
nilis (p6-szimmetri4jt) ricsszerkezetet mutatnak
18 nm periodicitéssal.

Ultrasziir6 membranként alkalmazhat6 szerke- -
zet eldéllitdsdhoz a 2 nyom4s alatt miikods beren-
dezésben egy tircsa formdjG, 150 wm vastagsigti
Ultipor nes T tipust (Pall, Cortland, USA gyart-
mény) tircsa form4jt nylon mikroszfir6t helyeziink
el hordozoként, Ez a mikroszfir§ 1:1 aranyban tar-
talmaz szabad amino- és karboxilcsoportokat. Az 1.
példa szerintihez hasonlé médon eljirva a P-
membrén-szuszpenziét olyan mennyiségben yisz-
sziik fel a mikroszf{ir6re, hogy a mikroszfir§ cm®-je-
ire szdmitva 30 g P-membrin legyen a szuszpen-
zi6ban, A P-membrénok lerak6dnak a mikrosziirg-
re, illetve belerak6édnak a mikrosz{ir§ szivacsos
szerkezetébe, amikor 2.10° Pa tlnyomé4st alkalma-
zunk.

A 8. 4bran bemutatjuk a 21 mikrosz{ir részletét,
amely szabélytalan szivacsszer(i szerkezettel ren-
delkezik, egy 4tlagérték koriil véletlenszerfien el-
o0szl6 pérusméretekkel. A lerakédott 20 P-memb-
rénokat szintén sbrézoltuk.

A 20 P-membrénokon és 21 mikroszfirén 2.10°
Pa tGlnyom4ssal 1 ml 0,1%-0s dimetil-szuberimi-
dit-oldatot (1 mé6l/l-es trietanol-amin-pufferben,
pH=9,5) sajtolunk 4t 4 °C-on, 60 perc alatt. A
dimetil-szuberimid4t, lévén egy bifunkcion4lis imi-
doészter, egy aldehidhez hasonlé mé6don intra- és
intermolekul4risan reagél elsGsorban a P-membr4-
nokban talilhat6 proteint tartalmaz6 molekulsk Ii-
zinjének e-aminocsoportjaival, valamint a nylon
mikroszir§ anyagdnak aminocsoportjaival, Né-
hényszorismételt mosés utén az ultrasz{ir§ memb-
ran alkalmazésra kész.

A 9. sbra az vltraszfir§ membran visszatartsi
gorbéjét mutatja. Az 1. példiban ismertetett
membrénhoz hasonl6an itt is éles hatar mutatkozik
az elvélaszthat6 molekulatomegekben.

A dimetil-szuberimid4t és az e-aminocsoportok:
reakcijdval kialakitott amidinek pozitiv toltést
képviselnek a lizin e-aminocsoportjaihoz hasonlé
médon, igy a P-membrénok ered§ toltése alig vl-
tozik a térh4lésitassal.

Az1, és2. példdban ismertetett, P-membranok-
bél kialakitott szerkezetek, amelyek el6nydsen ult-
rasz{irG membrinokként alkalmazhat6k, az idegen
molekuldkkal kialakitott keresztkdtések jelenléte
kovetkeztében kival kémiai, termikus és mechani-
kai stabilitdst mutatnak. Kiilonosen proteolitikus
degrad4ci6val szemben stabilak, fgy autoklivban
kezelhetGk, és savas vagy lagos kozegben (1 és 13
pH-érték kozott), valamint nagy koncentracidjt ka-
otropikus szerekkel (pl. 5 m6l/1-es guanidin-hid-
roklorid, 8 mél/l-es karbamid) egyiitt is alkalmaz-
hat6k. A P-membranokbél kialakitott szerkezetek
tovabbi fontos tulajdonsiga, hogy szerves folyadé-
koknak, igy ketonoknak, alkoholoknak és klérozott

5
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szénhidrogéneknek ellenéllnak.

Az ultrasziird membrénok sziikséges pérusmé-
vetét lényegében véve tgy alakitjuk ki, hogy megfe-
lelé mikroorganizmust vélasztunk, amelynek sejt-
burka koriilbelil a kialakitand6 p6rusméretnek
megfeleld porusokkal rendelkezd S-réteget tartal-
mazza. A kivant pérusméret valtoztathatéd figy,
togy idegen molekuldkat adagolunk, amelyek a P-
membranok pérusainak terilletére bejutnak. Ezt a
késGbbiekben részletesen ismertetjiik.

Az egy molekularétegbdl kialakitott P-membri-
nok rétegvastagiga mintegy 5-20 nm, a pérusok
atmérdje 1 és 8 nm kozott van.

A P-membréan-szuszpenzié elGallitasdval kap-
vsolatban meg kell jegyezni, hogy a kaotropikus
szerek, illetve feliiletaktiv anyagok megvélasztdsa-
val befolyasolhat6, hogy az S-réteg fragmensek csu-
pén levaljanak a sejtburok peptidoglikdn-tartalma
-4tegérdl, vagy maga az S-réteg is dezintegralédjon
ss oldatba menjen. gy péld4ul, ha a kezelést 2,5
n6l/l-es guanidin-hidroklorid-oldattal végezziik,
Az S-reteg fragmensek csak levélasztédnak, mig ha
¢ 1n6l/l-es guanidin-hidroklorid-oldatot alkalma-
.ank, az egyes protein molekuldk vagy proteint
.artalmaz6 molekuldk kozotti kotGdések elroncso-
ias4val az S-réteg dezintegralodésat is elérhetjiik,
hogy az S-réteget tartalmazé oldat pH-jét jelent6-
sen megvaltoztatjuk, példaul a pH-t 7,0 értékrdl 2,5
(rtékre csOkkentjiik, vagy 7,0 értékrdl 9,5 értékre
smeljitk.

Az onrendezGdéssel kialakitott P-membranok
felillete lehet sik, gorbiilt, hengeres vagy h6lyagos
forméjt. Az 1. és 2. példa szerint készitett P-memb-
ranok feliilete lényegében véve sik.

A 10. és 11, abran az 1. és 2. példa szerint elG4l-
litott szerkezetek olyan valtozatat mutatjuk be, ahol
4 20’ P-membréanok hélyagos forméjtak.

A 12, ibra a 2. példa szerint el6allitott szerkezet
egy tovabbi olyan véltozatat 4bnrazolja, ahcl stk és
h6lyagos forméjti 20 és 20° P-membrinokat alkal-
maztunk. A hélyaghos P-membréanokat féleg a 21
mikrosziirg felilletére juttatjuk.

A P-membrénok térhalositdsara néhany tovabbi
példét adunk meg az aldbbiakban:

— Hexametilén-diizocianét
a P-membranokkal el6nydsen az aminocsoportjai-
val reagél, majd miutén ezek telitddtek, a hidroxil-
csoportokkal, igy mindkét funkci6s csoporton ke-
resztiil kialakul6 intermolekularis térh4losodas ko-
vetkezik be. A hexametilan-diizocianétot példsul
1%-os oldatban alkalmazzuk 5%-os tetrahidrofu-
rannal (trietanol-amin-hidroklorid, pH=8,0). A
reakci6ids 20 °C-on példaul 4 6ra.

N,N’-Dij6d-acetil-hexametilén-diamin
a P-membréinok szulfhidrilcsoportjait tdmadja,
ahogyan mas bifunkciondlis alkil-halogenidek,
megfelelS reakciokorilmények kozott azonban az
aminocsoportokkal is reagél. Semleges vagy eny-
hén alkilikus kozegben azonban ez a térhalésits-
szet a szulfhidrilcsoportokra specifikus. Térhalési-
tasra az N,N’-dij6d-acetil-hexametilén-diamint el-
Onyosen 0,5%-os oldat (0,1 m6l/l-es natrium-ace-
iat-pufferben, pH =7,2) forméajiban alkalmazzuk.
4 reakci6idG 4 °C-on 3 6ra.

~ 1-Etil-3-[3-(dimetil-amino)-propil]-karbodii-
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mid-hidroklorid (EDC)

A karbodiimidek, mint pl. az EDC savas kiozegben
a P-membranok karboxil-, szulfhidril- és hidroxil-
csoportjaival reagdlnak. A szulfhidrilcsoportokat,
ha nem akarjuk, hogy részt vegyenck a reakciGban,
el6zoleg védeni kell. Ha a karboxilcsoportokat
EDC-vel blokkoljuk, a P-membrénok pK értéke a
ligos tartoményba tolodik. Desztillalt vizzel késziiit
0,1 mél/l-es EDC-oldat (0,02 m6l/1 NaOH,
pH =38,0) reakcidideje szobahSmérsékleten 18 6ra.

Az alibbiakban példaképpen felsorolunk né-
hény olyan idegen molekulat, amelyek a P-memb-
ranok protein molekulihoz vagy proteint tartalma-
z6 molekuldihoz adagolhatok, a térhalésitott P-
Eseijmbrinok pbrusméretének szabilyozisa céljs-

- A por6zus hordozora, pl. mikrosziirére lera-
kédott P-membranokra polikation forméja ferri-
tin-oldatot (5 ug polikation form4ja ferritin 1 ml
vizben) rétegziink, és 20 °C-on 5 percig inkubiljuk.
Elektronmikroszk6ppal megéilapithatd, hogy ilyen
korilmények kozdtt minden protein molekuléhoz
vagy proteint tartalmaz6 molekuldhoz egy ferritin
molekula kapcsol6dik elektrosztatikus kolcsonha-
tassal. Az 1. példdban ismertetetthez hasonl6an
végzett ut6lagos glutdraldehides térhéal6sitassal a
ferritin molekul4kat azutén kovalensen kapcsoljuk
a P-membrénokhoz.

— A hordozdra lerakodott P-membrénokra 1%-
0s ozmium-tetroxid-oldatot rétegziink, és 20 °C-on
30 percig inkubéljuk. Ezutdn az oldat foloslegét
kimossuk, elektronmikroszk6pidsan €s rontgensu-
gar mikroanalizissel megéllapithat6, hogy az ozmi-
um kémiailag kotddott a P-membrénokhoz. A P-
membrénok térhél6sitdsat azutin az 1. példa sze-
rinti m6don végezziik.

- A hordozoralerakédott P-membranokat olyan
bifunkcionalis térh4l6sit6szerrel kezeljiik, amely a
P-membranok pérusméretének mérettartoménya-
ba esé méretii hidakat hoz létre. A kiilonbozd hid
hossztssgoknak megfelelSen a kovetkezd bifunkci-
ondlis térhél6sitoszerek johetnek szoba:

- tartaril-di-(glicil-azid) (TDGA): 1,3 nm hid-
tiossz,

~ tartaril-di-(e-amino-kaproil-azid) (TDCA):
2,3 nm hid-hossz,

- bisz-metil-3,8-diazo-4,7-dioxo-5,5-dihidroxi-
dekan-biszimidat (DEBE): 1,4 nm hid-hossz,

- bisz-metil-4,9-diazo-5,8-dioxo-6,7-dihidroxi-
dodek4n-biszimidit (DOBE): 1,7 nm hid-hossz.

-a TDGA-val, TDCA-val, DEBE-vel vagy DO-
BE-vel végzett reakci6 (0,01 mol/ desztillalt viz-
ben, 1 m6Y/1 trietanol-aminnal pH = 8,0) 4°C-on egy
6ra hosszat vagy 20 °C-on 30 percig tart, majd a
térhalositast az 1. példa szerinti modon végezziik.

3. példa

Ebben a péld4ban a taldlm4ny szerinti megoldas
egy olyan valtozatat mutatjuk be, amely szerint na-
gyobb, 100 um dimenzibtartomanyba esé feliilettel
rendelkezd réteget hozunk létre, amely egyrétegfi
P-membrénbél 4ll. Ehhez az 1. példa szerinti m6-
don Bacillus stearothermophilus 3¢/NRS 1536 sej-
tek burkabél P-membrén-szuszpenzi6t készitiink.
Enneck a bacillusnak a sejtburkdban lev3 S-rétegnek

B-
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a sejt kiilseje felé ess feliilete elektromosan semle-
ges, ahol az S-réteget alkotd proteint tartalmaz6
molekulsk (glikoproteinek) szénhidrét-maradékai
helyezkednek el, mig az S-réteg masik feliilete ne-
gativeredd toltéssel rendelkezik. A P-membrén-ol-
dat tehét az oldat feliiletén szabad proteint tartal-
mazd molekuldkat is tartalmaz. Egykilonosen sima
felilletd mikrosziir6t — ilyet alkalmaztunk az 1.
példaszerint is— azegyik feliletén Alcian Blue-val
(0,1% desztill4lt vizben) kezeliink, és megszaritjuk.
Az Alcian Blue semleges kozegben pozitfv feliileti
toltést hoz 1étre a mikrosziir feliletén a P-memb-
ran-oldatot ezut4n enyhe keverés kozben folvisszitk
a mikrosziirSre. Ezutén a pozitiv feliileti tdltés ha-
tds4ra a mikrosz(irG feliiletének bizonyos részein a
protein molekuldk vagy proteint tartalmazé mole-
kuldk P-membrénokk4 torténé dnrendezédése ko-
vetkezik be még az oldatban, és egyrészt a P-memb-
ranok negatfvan toltott oldala a pozitivan toltott
mikrosziirG-felillethez kapcsol6dik, masrészt a
szuszpenziGban levd P-membrinok, amelyek fel-
ileténck maximlis mérete rendszerint a 10 pm
tartoményban van, negativan toltott oldalukkal a
mikrosziirS feliileténck még iires részeihez kapcso-
16dnak. Az fgy kialakitott P-membran réteget tér-
hél6sit4ssal stabilizdljuk, az 1. példdban ismerte-
tetthez hasonl6 médon.

A 13, dbra az igy kialakitott szerkezet részét
dbrazolja, amely szintén hasznilhaté ultrasziird
membranként a 21 mikrosziirSvel, tovibb4 szilard
— folyékony fazishatdron dnrendez3déssel kialaki-
tott P-membrént, amely nagyobb feliiletmérettel
rendelkezik. UltrasziirGként alkalmazva az ilyen
szerkezet a visszatartési jellemzGkben olyan éles
molekulatomeg elvilasztast mutat, mint az 1. példa
szerinti szerkezet. ’

Nagy sltalanossigban elmondhat6, hogy a tal4l-
mény szerinti eljirdsban a P-membrénok hordoz6-
feliileteként m4s anyagokat is alkalmazhatunk, igy
példaul peptidoglikén tartalmt rétegeket, pszeu-
domurein-, lipid-, polimer-rétegeket, géleket stb,
Ha ezeknek a rétegeknek az Osszefiiggd poOrusai
nagyobb méretekkel rendelkeznek, mint a P-
membréanok, akkor ezek a P-membrinok perma-
nens hordoz6jaként szolgalhatnak, vagy segédréte-
gek lehetnek, amelyeket a P-membran-réteg kiala-
kitdsa utén eltavolitunk, példaul szerves old6szer
segitségével. A segédrétegrél elvdlasztott P-memb-
ran-rétegeket azutén térhél6sitas utan olyan végss
hordozo6ra vihetjiik fel, amely jobban megfelel a
taldlmény szerinti szerkezet alkalmazdsshoz. Eh-
hez a hordoz6hoz szintén kovalensen kapcsolhat-
juk a P-membrénokat. A ,hordozé feliilet felileti
tulajdonségai, mint példaul hidrofil vagy hidroféb
jellege és/vagy fajlagos ered toltése és a toltés-el-
oszlas a ,hordozo feliileten lehet6vé teszi — a 3.
példaban bemutatottakhoz hasonl6an —, hogy a
P-membrinok és/vagy a protein molekuldk vagy
proteint tartalmazé molekulk orientalva kotGdje-
nek a ,hordoz6 felileten, és igy eldsegitik a P-
membran-réteg kialakulasat. Az ilyen felileti tulaj-
donségoknak olyanoknak kell lenniok, hogy — tob-
bek kozott — a ,hordoz6 feliilet és a protein mole-
kulék, illetve proteint tartalmaz6 molekulak kozotti
kotoerck elég gyengék legyenck ahhoz, hogy ne
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akad4lyozzdk ar emlitett molekuldk P-membra-
nokk4 torténd rendez8dését, ami a hordozo feliile-
ten megy végbe. Ez fontos olyan P-membrénok
képzddése szempontjibél, amelyek kevés hibahe-
lyet tartalmazhatnak a ricsszerkezetben.

A fenti péld4k és viltozataik olyan P-membrén-
szerkezeteket ismertetnek, amelyekben a protein
molekulédk vagy proteint tartalmaz6 molekulsk egy
rétegben kapcsol6dnak egyméshoz. A 14. 4bra a
talslm4ny szerinti megold4snak egy tovabbi olyan
véltozatat brazolja, ahol porézus mikrosziirGre —
péld4ul olyanra, mint a 2. példdban — olyan P-
membrén-réteget visziink fel, amelyben a 22 P-
membrénokb6! 4ll6 réteg protein molekuldk vagy
proteint tartalmaz6 molekuldk két rétegébsl — 23
és 23’ rétegbdl — 411, amelyek egymésnak tiikorké-
pei. A két réteg eltérd feliileti topogréafiaval rendel-
kezik a bels6 és kiilsS felfileten, és a két réteget kis
energidjt kapcsolat tartja dssze. Emellett a két ré-
teget kovalensen egyméshoz, illetve a 22 P-memb-
rénokat a 21 mikrosz{ir6hoz kapcsolhatjuk.

A taldlmény szerinti megold4s néhény tovébbi,
kereskedelmi szempontbél fontos eldnyos alkalma-
z4si forméja

A taldlmény szerinti szerkezetek ultrasziirg
membrénként torténs alkalmazds mellett felhasz-
nélhat6k gizelvilaszté berendezések €s ioncseréls
berendczésck elvilasztGszerkezeteként is.

Tovébbi clényds alkalmazisi forma az, ahol a
taldlminy szerinti szerkezet més, a szerkezet P-
membrénjainak pérusain clteriils féligitereszté
membrénok hordozéjaként szolgil. Ilyen félighte-
reszts membrénok lehetnek példdul hipersziirG
membrénok, killéndsen mono- és bimolekul4ris hi-
persziirG membranok. Az ilyen hipersziirG memb-
ranok, killondsen a feliiletaktiv és felitletaktiv-szerii
lipoid hipersziir§ membranok dltaliban csupan 2-6
nm vastagok és kiildnosen torékenyek. Hipersziirs
membrénokat kiilonGsen tengerviz-sétalanitdsra,
szennyviz-kezelésre, szerves folyadékelegyek elva-
lasztsséra hasznilnak, kilondsen szénhidrogének
elvilasztiséra bepérldssal vagy optikai antip6dok
elvalasztaséra kiralis clvalaszté rétegeken.

A15. dbra egy olyan, talslmany szerinti szerkezet
részletét dbrazolja, amelyet a 2. példa szerinti m6-
don 4llitottunk el§ (lasd 8. 4bra), és amelynek 24
P-membrén-rétegére 25 hipersziird membrént vit-.
tiink fel. A taldlmény szerinii szerkezetek hiperszii-
r& membrénok hordozbjaként torténS alkalmazi-
sakor a sziirG, illetve elvilaszté hatést lényegében
véve a hipersziir6 membr4n hatirozza meg. A 24
P-membrién-réteg hibsi, pSld4ul kisebb lyukak vagy
hasonl6k nem sziikségszeriicn zavarnak. A térh4l6s
P-membrén-réteg kilonosen alkalmas hipersziiré
membranok hordozéjhaként, mivel megfelels me-
chanikai stabilitdssal rendelkezik ahhoz, hogy a
szok4sos ultrasz{irG membrénok hordozé rétegei-
nek pérusain, illetve durva felilletein clteriilve vagy
azokat feltoltve a torékeny hipersziird membréinok,
killénosen a térh4i6s monorétegek egyenletesen le-
valaszthatok iegyenck rajta, Ezen kiviil a P-memb-
ran-rétegek megfelelden vékonyak és por6zusak
ahhoz, hogy a hipersziir§ membranokkal kombin4l-
va megfelelden nagy 4tfolyasi ardnyt biztositsanak.

Kiilonosen sima P-membrén-réteget kapunk a
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kovetkezd médszerrel. Az 1. példiban ismertetett
mddon, P-membran-réteget hozunk létre és térha-
iosftunk kiilonosen sima polikarbonét hordozén. A
polikarbonétot ezutén kloroformmal feloldjuk, fgy
5-100 nm vastags4g kohézi6s P-membrén-réteget
kapunk, amelyet azut4dn eredeti, nagyon sima fel-
uletével felfelé egy mésik porézus hordozéra
vissziik fel. A P-membrén-rétegnek erre a nagyon
sima feliletére vissziikk fel azutdn a hipersz(ir6
membrant és alkalmas médon térhalésitjuk a P-
membrin-réteggel.

P-membrén-réteget és hipersziir membrént
tartalmaz6 ,vegyiiletek szintén el$allithatok Ggy,
hogy hipersziird membranon, amely ,t4maszt6 fe-
idlci-ként szolgdlé, meghatérozott eredd toltéssel
rendelkezs hipersz{irG membr4non — péld4ut a 3.
példédban leirtakhoz hasonl6 médon — P-memb-
ran-réteget alakitunk ki, és az ut6bbit alkalmas mé-
don térhAlésitjuk a hipersziir§ membrénnal.

A hipersz{ir6 membrén és a P-membran-réteg
kozotti kovalens keresztkotések kialakftdssra min-
denek eltt azok a reakci6k johetnek széba, ame-
lyekben karboxil-, hidroxil-, amino- és szulfhidril-
csoportok vesznek részt. Glikoprotein P-membré-
nok és cukor-maradékokat tartalmaz6 egyrétegii
hipersziiré membranok kozott szénhidrat-kémiai
reakciok is alkalmazhat6k.

P-membrén-réteget és hiperszfir§ membrént
tartalmaz6 vegyiiletck maguk is szolgalhatnak ,ta-
maszt6 felillet-ként mésodik hiperszfird membrén
vagy P-membrin-réteg kialakftisshoz. Az ilyen
sokrétegii vegyiiletek szintén térhal6sithaték az
egyes rétegeken beliil vagy a rétegek kozott kova-
lens kotésekkel. Két hipersziird membrant és azok
két oldaldn P-membrant tartalmaz6 szendvics ve-
gyiiletek kozé idegen molekulék, péld4ul enzimek
vagy toltéshordozok iktathat6k be, amelyek alapve-
téen befolydsoljak az ilyen szendvics vegyiiletek
viselkedését.

Az elGbb ismertetett vegyiiletek, illetve tobbré-
tegli vegyiiletek eldnydsen zirt hélyagocskak for-
méjéban is kialakithat6k, ilyenkor egy hipersziir§
membrénb6l vagy P-membrén-rétegbdl 4116 , kiin-
dul4si hélyagocskabél indulunk ki.

A taldlmény szerinti szerkezetek elGnyosen al-
kalmazhat6k tovdbba oszlopkromatogréfisban el-
vélaszthat6 oszlopként. A 16. 4bra egy ilyen 26
kromatograf4l6 oszlop részletét sbrazolja semati-
kusan, amelybe hélyagocska form4jt, alkalmas mé6-
don intra- vagy intermolekulérisan térhal6sitott 20°
P-membrénok vannak téltve, ahol a hélyagocskik
belsé d 4tmérdje 1-3 pm-es. Az elvalasztand6
anyagokat az oszlop tetejére taplaljuk. Miutén az
anyagot 4tengedtiik és elu4ltuk, a nagyobb moleku-
lak el6bb megjelennek a kromatografalé oszlop
aljan, mint a kisebb molekuldk, és a kromatog-
rammban €les frakcionélds mutatkozik a P-memb-
ranok pérusméretének tartoméanyéban.

Egy elGnyos valtozat szerint az elvalaszt6 oszlop
atfolyasi aranya novelhetG tgy, hogy a 20° P-memb-
ran-hélyagocskakat kovalens kotéssel morfol6giai-
lag meghatirozott és kémiailag stabil aggregétu-
mokkd kombinsljuk. Ezeket az aggregitumokat
tigy 4llitjuk el5, hogy P-membran-hélyagocskak sii-
rfl liledékét vékony rétegben gyorsfagyasztjuk, fo-
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lyékony nitrogénben kis fragmensekké porlasztjuk,
majd f pl. 80 *°C-on metanol és glutaral-
dehid elegyével kezeljiik, amikor a térhilésodas a
glutdraldehid segitségével kovetkezik be. Az igy
kapott aggregitumokat azut4n tovabb apritjuk, mé-
ret szerint osztilyozzuk, és kivilasztjuk azokat a
méreteket, amelyeket az elvilaszté oszlop toltete-
ként fogunk hasznilni. Emellett az aggregitumokat
az oszlopba torténd toltés eldtt vagy utén pufferbe
vihetjilkk és/vagy az aggregitumokon kémiai vagy
enzimatikus 4talakit4st hajthatunk végre.

A taldlmény szerinti szerkezetcket tovibbi a leg-
kiilonfélébb anyagok burkol6anyagaként hasznél-
hatjuk. Ez a burkol6anyag térh4l6s P-membrén-ré-
teg Ilchet, amelyet ismertetett modon 4llitunk cl6
segédrétegen vagy ,,timaszt6 felilleten, majd a se-
gédréteget alkalmas médon eltévolitjuk. Az igy ki-
alakitott filmek elGnydsen alkalmazhat6k anyagok
csomagol4sira, &s onmagukban megvan az az el-
6nyiik, hogy biol6giailag lebonthat6k. A lebomlés
scbessége befolyasolhato a térhalésftas tipuséval és
fokaval.

Az ilyen tipust P-membrén-rétegek orélis ada-
goldsra szént gyogyszerkészitmények kapszuldzi-
séra is alkalmazhatok, ilyenkor a hat6anyag kisza-
badul4sa az emésztG traktus meghatérozott részén
bekavetkezs proteolitikus bomlds hatdsira megy
végbe. A burkol6 membrin P-membrin-rétegének
szelektiv kémiai 4talakitdsival a lebomlés sebessé-
ge &s fgy a hat6anyag kiszabaduldsénak ideje meg-
hatérozhaté. A kapszula tartalma mir a P-memb-
rén-réteg elboml4sa eldtt is kiszabadulhat, ilyenkor
a pérusméret a meghatdroz6. Ezen kivill a pH is
befolyasolhatja a kiszabadul4st.

A példdkban alkalmazott Bacillus steorother-
mophilus 3¢/NRS 1536 és Bacillus stearothermop-
hilus pV 72 mikroorganizmusok az Osterreichis-
ches Zuckerforschungsinstitut, A-2286 Fuchsen-
bigl, Niederdsterreich tipusgyfijteményében van-
nak letétbe helyezve.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Legal4bb egy, 8sszefiiggd pérusokkal rendel-
kez$ membrinb6l 4116 szerkezet, azzal jellemezve,
hogy a sfk, gorbiilt, hengeres vagy holyagocskdkat
képezs felillettel rendelkezd membréinok egymés
melletti, egymisltioz kapcsol6dé €s kristalyracs-
szerkezetnek megfelelSen elhelyezkedd, Bacillus
sejtfalbél eredS protein molekuldk vagy proteint
tartalmaz6 molekul4k — ahol adott esetben a reak-
tiv csoportokhoz idegen csoportok csatlakoznak —
legaldbb egy rétegébdl 4llnak, ahol a rétegben a
récsszerkezetnek megfelel6en osszefiigg6 porusok
maradnak szabadon a molekuldk kozott, és ahol a
membrinok egy megfelel§ por6zus hordozbanyag-
hoz vannak kétve vagy azzal vannak kombindlva
vagy egy meg nem tdmasztott filmbe vannak rogzit-
ve.
2. Az 1. igénypont szerinti szerkezet, azzal jelle-
mezve, hogy olyan membrénokat tartalmaz, ame-
Iyekben a protein molekuldk vagy proteint tartal-
maz6 molekulsk kristalyrdcs-szerkezetnek megfe-
lelGen, egy rétegben egymés mellett, egymashoz
kapcsolodva helyezkednek el.
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3. Az 1. igénypont szerinti szerkezet, azzal jelle-
mezve, hogy olyan membrinokat tartalmaz, ame-
lyekben a protein molekuldk vagy proteint tartal-
mazd molekuldk kristalyrics-szerkezetnek megfe-
lelSen, tdbb egymés melletti rétegben, egyméshoz
kapcsol6dva helyezkednek el.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti szer-
kezet, azzal jellemezve, hogy a réteg(ck)ben egy-
miéshoz kovalens kotésekkel kapcsol6d6, egymais
melletti protein molekuldkat vagy proteint tartal-
maz6 molekulékat tartalmaz.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti szer-
kezet, azzal jellemezve, hogy a protein molekuldk
vagy protcintartalm molekuldk reaktfv csoportja-
ihoz kapcsol6d6 idegen csoportok mono- és/vagy
bifunkcionilis molekulak csoportjai.

6. Az 5. igénypont szerinti szerkezet, azzal jelle-
mezve, hogy reaktiv csoportként karboxil- ésfvagy
amino- és/vagy szulfhidril- és/vagy hidroxilcsopor-
tokat tartalmaz.

7.Az5. vagy6.igénypont szerinti szerkezet, azzal
jellemezve, hogy protein molekulikbol vagy prote-
int tartalmaz6 molekuldkbo! 4116 membranokat tar-
talmaz, ahol az emlitett molekuldk ugyanazon reak-
tiv helyeihez idegen molekulék kapcsolédnak.

8. Az 5-7. igénypontok bérmelyike szerinti szer-
kezet, azzal jellemezve, hogy olyan membrédnokat
tartalmaz, amelyeknek protein molekul4i vagy pro-
teint tartalmazé6 molekuldi bifunkcionlis idegen
molekuldkon keresztiil intramolckuldris kovalens
keresztkdtésekkel vannak cllstva,

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti szer-
kezet, azzal jellemezve, hogy olyan membrinokat
tartalmaz, amelyeken az ugyanahhoz a membrin-
hoz vagy két egymis melletti vagy szomszédos
membrénhoz tartozé, egymés melletti vagy szom-
szédos protein molekulik vagy proteint tartalmazé
molekulsk kovalens keresztkitésekkel vannak egy-
mishoz kapcsolva, célszerfien bifunkciondlis ide-
gen molekuldkon keresztiil.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti
szerkezet, azzal jellemezve, hogy olyan membréno-
kat tartalmaz, amelyeken a protein molekuldk vagy
proteint tartalmazd molekuldk keresztkotésekkel a
hordoz6 anyagihoz vannak kapcsolva, adott eset-
ben bifunkcionilis idegen molekuldkon keresztiil,

11. A 6-10. igénypontok birmelyike szerinti
szerkezet, azzal jellemezve, hogy olyan membrano-
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kat tartalmaz, ahol azidegen molekulik a membra-
noknak a protein molekulik vagy proteint tartalma-
z6 molekuldk kozdtti pérusaiba bejutnak,

12. Az 1-11. igénypontok bérmelyike szerinti
szerkezet, azzal jellemezve, hogy olyan membrino-
kat tartalmaz, amelyckben a protein molekuldk
vagy proteint tartalmazé molekulik és/vagy az
azokhoz kapcsolddé idegen molekuldk olyan
disszocidlhat6 csoportokat tartalmaznak, amelyek
a szerkezet miikddési koriilményei kozbtt disszoci-
édlnak, és clbre meghatérozott elektromos toltést
vesznek fel.

13. A 12. igénypont szerinti szerkezet, azzal jel-
lemezve, hogy olyan membrénokat tartalmaz, ahol
az egyes membrénok két pirhuzamos oldala a
disszoci4that6 csoportok tipusara és/vagy closzlé-
séra nézve aszimmetrikus.

14. Eljérés az 1-13. igénypontok bérmelylke sze-
rinti membrén-szerkezet elSallftdgdra, azzal jeile-
mezve, hogy Bacillus sejtburkokbdl protein mole-
kuldkat vagy proteint tartalmaz6 molekuldkat vagy
ilyen egyméshoz kapcsolédé molekuldkbo! 416 ré-
teg-fragmenseket 4llitunk el, ezeket kaotrépikus
szert, elGnydsen guanidin-hidrokloridot vagy kar-
bamidot és/vagy feliiletaktiv anyagokat tartalmaz6
kozeggel oldatba, illetve szuszpenzi6ba vissziik,
majd a kaotropikus szerek és/vagy felilletaktiv
anyagok koncentraeiéjat csokkentjiik és/vagy apH-
értéket 7,0-r6l legfeliebb 13,0 értékre, elénydsen
9,5 értékre emeljiik vagy pedig 7,0-r61 1,0 értékre,
elonyosen legaldbb 2,5 értékre csdkkentjilk, és az
igy kapott membrént kivéint esctben porézus hor-
doz6hoz kotjiik.

15. A 14.igénypont szerinti cliéras azzgljellamez-
ve, hogy a k szerek ésivagy felitletaktiv
anyagok koncentrici6jdnak csokkentését és/vagy a
pH-érték véltoztatésst dializissel végezzitk.

16. A 14. vagy 15. igénypont szerinti cijéras, azzal
Jjellemezve, hogy a protein molekuldk vagy a prote-
int tartalmaz6 molekulik és/vagy réteg-fragmensek
rendez3désével minden dimenzibjukban legfeljebb
100 pm, elGnydsen legfeljebb 15 um mérettarto-
ményba esG membranokat 4llituak eld. ,

17. A 14-16. igéaypontok barmelyike szerinti
cljarés, azzal jellemezve, hogy az eiSéllitott memb-
rénokat iilepitéssel porézus hordoz6ra, illetve hor-
doz6ba juttatjuk. ,
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