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A taldlmany értelmében rekombinéns fehérjéket olyan
fehérjeoldatokbdl, amelyek nagy molekulatdmegi
szennyez$ fehérjéket tartalmaznak, dgy nyernek ki,
hogy kozvetleniil a fehérjeoldathoz amint vagy kvater-
ner ammonium-vegyiiletet adnak a nagy molekulatd-

A leirds terjedelme: 10 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

megii fehérjék szelektiv kicsapdsdhoz sziikséges
mennyiségben. A csapadékot eltdvolitjdk, és az oldatot
az adott esetben jelenlevd kis molekulatomegd szeny-
nyezs fehérjék és nem-fehérje szennyezGanyagok el-
tévolitdsdra tovabb feldolgozzdk.
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A taldlmény térgya altaldnos eljards rekombindns fe-
hérjék kinyerésére, kiilondsen olyan oldatokbél, ame-
lyek szennyez6anyagként nagy molekulatémeg( fehér-
jéket tartalmaznak.

Rekombindns fehérjék elGillitdsara szolgdld eljdra-
sok j6l ismertek a szakteriileten. Ezen eljdrdsok 6
jellemzdie, hogy egy bizonyos fehérjét kédolé hetero-
16g DNS-szegmenst juttatnak be egy gazdaszervezetbe.
A transzformalt mikroorganizmust olyan kériilmények
kozott tenyésztik, amelyek elGsegitik a fehérjék kifej-
16dését. Ilyen médon példdul inzulin, szomatotropinok.
interleukinok, interferonok, szomatomedinek stb. 4llft-
hat6k eld heterolég forméban.

Gyakran el6fordul azonban, hogy a transzformans
mikroorganizmusok dltal termelt heteroldg fehérjék bi-
olégiailag nem aktivak mivel a mikroorganizmusban
atirédva nem veszik fel a megfeleld tercier szerkezetet
(nem hajtogatédnak). A heterolég fehérjék hajlamosak
aggregdtumokat képezni, amelyek a sejten beliil ,,z4r-
vénytest” formdjdban figyelhetSk meg. Ezen zdrvdny-
testek képzddését az is okozhatja, hogy kiilénbozd fe-
hérjemolekuldk kozott kovalens intermolekuldris di-
szulfidhidak alakulnak ki, ami oldhatatlan komplexek
képzddését eredményezi. A zarvanytestek dltaldban f6-
leg heterolég fehérjéket és kis mennyiségdi, a gazda
mikroorganizmus fehérjéibGl 4ll6 szennyezSanyagot
tartalmaznak.

Kidolgoztak mar eljdrdsokat zdrvanytesteknek mik-
roorganizmusokbdl torténd extrahdldséara és az azokban
taldlhaté heterolég fehérjék olyan fehérjékké torténd
atalakitdsdra, amelyeknek biolGgiai aktivitdsa a termé-
szetes, nem-rekombindns fehérjék aktivitdsdhoz hason-
16, illetve kozeldll6. Ezek az eljdrasok 4ltaldban abban
allnak, hogy a mikroorganizmussejtet dsszezdzzdk, a
zérvanytesteket a sejttormeléktSl elkiilonitik, a zdr-
vénytesteket egy olyandenaturdlé/detergens segitségé-
vel szolubilizdljak, amely kihajtogatja a fehérjét, a he-
terolég zarvanytest-fehérjéket elkiilénitik az oldhatat-
lan szennyez8anyagoktdl, a denaturdlé/detergens anya-
got eltdvolitjdk, igy a heterolég fehérje bioaktiv tercier
konformdcidba djrahajtogatédik, majd a fehérjét elva-
lasztjdk a szennyezd fehérjéktSl, amelyek az oldatban
‘maradnak. _

Ezt az dltaldnos elvet kovetd tisztitdsi eljards re-
kombindns fehérjék tisztitdsra ismeretes példaul a
4 511 503 és a 4 518 526. lajstromszdmii amerikai
egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi lefrdsokbGl. A
4 511 502 és a 4 620 948. lajstromszdmii amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirdsok olyan tobblé-
péses eljarast ismertetnek, amely szerint (1) a zdrvany-
testeket erds denaturdlészerben redukdldszer jelenlété-
ben szolubilizdljak, (2) az oldhatatlan szennyezGanya-
gokat eltdvolitjdk a szolubiliz4lt protein oldatdbél, (3)
az erfs denaturdldszert egy gyenge denaturdlGszerrel
cserélik ki, (4) a fehérje djrahajtogatddasat a szulfhid-
rilcsoportok diszulfid-hidakk4 torténd oxidéldsaval se-
gitik el§, amit molekuldris oxigénnel és katalizdtorral,
rendszerint fémkationokkal vagy nétrium-tetrationdttal
végeznek, €s (5) a fehérjét membranelvalasztissal vagy
kromatografidsan elvdlasztjdk a szennyezd fehérjéktsl.
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A 4 677 196 lajstromszami amerikai egyesiilt 4lla-
mokbeli szabadalmi leirds a fenti altaldnos eljards egy
valtozatat ismerteti fehérjék tisztitdsdra és aktivéldsara.
Az eljarés szerint a zdrvanytesteket SDS-ben szolubili-
z4ljdk, az oldatbdl a folosleges SDS-t dializissel vagy
més alkalmas mdédszerrel eltdvolitjdk, az SDS-fehérje
oldatot anioncserél§ gyantdn kromatografdlva a fehér-
jét kinyerik.

Ezek az eljdrdsok ugyanazt a hatranyt mutatjdk, A
denaturdl¢/detergens anyag eltdvolitasdval kapott fe-
hérje oldat tartalmazza a rekombindns fehérjét tovdbbd
kis molekulatémeg( szennyez§ fehérjéket, nem-fehérje
szennyezGanyagokat és nagy molekulatomegi szeny-
nyezdanyagokat. A nagy molekulatdmegi szennyezd-
anyagok sokszor dimerek, oligomerek és rekombindns
fehérjék aggregdtumai, de tartalmaznak a sejtlizatum-
b6l szdrmazé nem-rekombindns fehérjéket is. Gyakran
bonyolult, id3- és koltségigényes a rekombindns fehér-
jéket elvdlasztani ezektdl a szennyez&anyagoktol Kiilo-
ndsen a rekombindns proteinek dimerjeitdl, oligomer-
jeitdl és aggregdtumaitdl. A kromatografids és memb-
ranelvalasztdsi mddszerek hatékonyak lehetnek a re-
kombindns fehérjéknek a szennyezdanyagoktél vald
elvilasztdsdban, azonban ezek a mddszerek nehézke-
sek, hossziiak, dragdk, és gyakran alacsony a fehérje
kitermelése.

Sziikség van tehdt j, javitott médszerre, amely a
rekombindns fehérjék egyszerd, gyors, nem driga és
nagy kitermelést eredményezé kinyerését teszi lehetd-
vé olyan oldatokbdl, amelyek nagy molekulatomegi
fehérje szennyezGanyagokat tartalmaznak.

A taldlmdny tdrgya a fentiek alapjdn Uj eljdrds re-
kombindns fehérjék egyszerd, gyors, olcsé kinyerésére
olyan oldatokbol, amelyek nagy molekulatdmegi
szennyez$ fehérjéket tartalmaznak.

A taldlmény tdrgya masrészt eljards nagy molekula-
témeg(i szennyez§ fehérjék eltdvolitdsara rekombindns
fehérjék oldatabdl, ezdltal lehetGvé téve rekombindns
fehérjék egyszerd, gyors és olcsé kinyerését.

A kitlizott célok dgy érhetdk el, hogy a nagy mole-
kulatémegii fehérjéket és rekombindns fehérjét tartal-
mazé oldatokhoz amint vagy kvaterner ammdénium-ve-
gyiileteket adunk, olyan mennyiségben, ami a nagy
molekulatomegi fehérje szennyezGanyagok szelektiv
kicsapdsdt teszi lehet6vé. Ezek a vegyiiletek a rekom-
bindns fehérjék molekulatémegének 1,5-szordsénél na-
gyobb mélekulatsmegl fehérjéknek, kiilondsen a re-
kombin4ns fehérje dimerjeinek, oligomerjeinek és agg-
regtumainak a kicsapGdasit idézik elS. A rekombindns
fehérjét az oldatbél ismert médon kinyerve a kivant
fehérje terméket allitjuk eld.

Az eldnybs megvaldsitdsi mod szerint az amint
vagy kvaterner amménium-vegyiiletet kozvetleniil az
oldathoz adjuk 0,01-2 térfogat% végs6 koncentraciig.
A kicsap6dott nagy molekulatomeg(i szennyezd fehér-
jéket szokdsos médszerekkel, példdul sziiréssel, centri-
fugdldssal stb. tdvolitjuk el az oldatbdl. A kapott fehér-
jeoldatbél, amely a rekombindns proteint, kis moleku-
latomeg(i szennyezé fehérjéket és mds nem-fehérje
szennyez6anyagokat tartalmaz, szokdsos mddszerek-
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kel, példdul kromatografidval végzett tovabbi feldolgo-
zdssal a kivant rekombinans fehérjét kinyerjiik.

A ,rekombindns fehérje” kifejezésen olyan fehérjét
értiink, amelyet viszonylag tiszta formaban kivanunk
kinyerni, és amelynek az aminosav-szekvencidja meg-
egyezik a natfv protein aminosav-szekvencidjaval illet-
ve annak analdgja, illetve olyan muteint értlink, amely-
nek aminosav szekvencidja a nativ fehérje szekvencia-
jahoz képest helyettesitéseket, delécidkat, kicserélése-
ket vagy mds médositdsokat tartalmaz.

A ,rekombindns szomatotropin” (rST) kifejezésen
olyan rekombinans fehérjét értiink, amelynek amino-
sav-szekvencidja megegyezik a nat{v szomatotropiné-
val, ahhoz hasonlé vagy annak lerdviditett formdja,
tovabbd olyan analégjait és muteinjeit értjiik, amelyek-
nek szekvencidja helyettesitéseket, delécidkat, kicseré-
léseket vagy mds mddositdsokat tartalmaz. rST lehet
kiillondsen olyan fehérje, amelynek a szekvencidja
megegyezik a pST szekvencidjdval, de amino-termiali-
san aminosavat toroltiink. Ilyen fehérjék példéul a del-
ta-7 rekomindns sertés szomatotropin, delta-4 rekombi-
néns borji szomatotropin stb.

A ,,nagy molekulatomegii szennyezd fehérjék”, il-
letve a ,,nagy molekulatomegd protein szennyezdanya-
gok” kifejezésen olyan fehérjéket értiink, amelyeknek
molekulatomege a rekombinédns fehérjék molekulato-
megének legaldbb 1,5-szorose, kiilondsen a rekombi-
ndns fehérje dimereket, oligomereket és aggregdtumo-
kat, amelyeknek molekulatomege a rekombinans pro-
teinek molekulatomegének legaldbb 2-szerese.

A, kis molekulatdmeg(i szennyezd fehérjék”, illet-
ve a ,,’kis molekulatomeg( fehérje szennyezdanya-
gok™’ kifejezésen olyan fehérjéket értiink, amelyeknek
molekulatdmege a rekombindns fehérjék molekulatd-
megénél legaldbb 1,5-szor kisebb.

A ,nem-fehérje szennyezGanyagok” kifejezésen vi-
szonylag kis molekulatémegi anyagokat értiink, példa-
ul kicsapdszereket, szolubilizélészereket, oxiddldszere-
ket, redukéldszereket stb, amelyek elSfordulnak a fe-
hérjeoldatban. :

A taldlmény értelmében rekombindns fehérjét nye-
riink olyan fehérjeoldatbdl, amely nagy molekulatéme-
gli szennyezd fehérjéket tartalmaz. Az eljards abban
4ll, hogy a nagy molekulatomegii szennyezd fehérjéket
és a rekombindns fehérjét tartalmazé oldathoz kozvet-
leniil amint vagy kvaterner ammoénium-vegyiileteket
adunk olyan mennyiségben, ami a nagy molekulatome-
gii fehérje szennyezGanyag szelektiv kicsapddédsdhoz
sziikséges. Az amin illetve a kvaterner amménium-ve-
gyiiletek a rekombindns fehérje molekulatomegénél
legaldbb 1,5-sz6r nagyobb molekulatomegt fehérjék-
nek, kiilondsen a rekombindns fehérjék dimerjeinek,
oligomerjeinek és aggregdtumainak — amelyeknek a
molekulatdmege legaldbb 2-szer nagyobb, mint a re-
kombinans fehérje molekulatdmege —~ kicsap6désit se-
gitik el6. Ez a médszer egy javitott eljirds a rekombi-
ndns proteinek, gyors, egyszerti, nem draga és j kiter-
meléssel torténd kinyerésére olyan oldatokbol, ame-
lyek nagy molekulatémegd protein szennyezéanyago-
kat tartalmaznak.
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A taldlmény szerinti eljdrds egy el6ny6s megvaldsi-
tdsi modja szerint rekombindns szomatotropinokat
(molekulatémeg koriilbeliil 20 000) nyeriink ki olyan
médon, hogy nagy molekulatbmegi szennyez6 fehér-
jéket és rekombindns szomatotropinokat tartalmazo ol-
dathoz kozvetleniil amint vagy kvaterner ammonium-
vegyiileteket adunk, olyan mennyiségben, ami a nagy
molekulatsmegd fehérje szennyez§anyagok szelektiv
kicsap6ddsat eredményezi. Az amin, illetve a kvaterner
amménium-vegyiiletek a rekombindns fehérje moleku-
latémegénél legaldbb 1,5-sz6r nagyobb molekulatome-
g(i (kb. 30000-nél nagyobb molekulatomeg() fehérjék-
nek, kiildnosen a rekombindns szomatotropinok dimer-
jeinek, oligomerjeinek és aggregdtumainak — amelyek-
nek a molekulatémege legaldbb 2-szer nagyobb, mint a
rekombindns szomatotropin molekulatomege  (kb.
40000-né] nagyobb molekulatomeg) — kicsapéddsat se-
gitik el6. Ez a médszer tehat lehetdvé teszi a rekombi-
ndns szomatotropin elvalasztdsat biolégiailag inaktiv
dimerjeit6, oligomerjeitdl és aggregatumaitol.

A taldlmany szerinti eljdrdssal feldolgozhatd, re-
kombinans fehérjét, nem-fehérje szennyezdanyagokat,
nagy molekulatémegi fehérje szennyezanyagokat €s
kis molekulatémeg( fehérje szennyezdanyagokat tar-
talmazé oldatok ismert médon 4llithaték eld. A fehérje
zérvanytesteket, - amelyeket transzformdlt mikroorga-
nizmusok segitségével allitunk el8, a lipidek, sejttor-
melék eltavolitdsdra kezeljiik, és a kapott, viszonylag
tiszta, a rekombindns fehérjét és szennyez§ proteine-
ket, kiiléndsen nagy molekulatdmegi rekombindns di-
mereket, oligomereket és aggregdtumokat tartalmazd
zérvanytesteket erds denaturdlészerrel vagy detergens-
sel, példdul guanidin-hidrokloriddal, nétrium-dodecil-
szulféttal (SDS), Tritonnal stb. szolubiliziljuk.

A kapott fehérjeoldatot elvilasztjuk a nemoldhaté
anyagokt6l, és az erGs denaturdlészert, illetve deter-
genst eltdvolitjuk, igy olyan fehérjeoldatot kapunk,
amely a rekombindns fehérjét nativ, bioaktiv formdjaba
tjrahajtogatédva, tovdbbd nagy molekulatdmegd fe-
hérje  szennyezGanyagokat, kis molekulatomegl
szennyezd fehérjéket és mds nem-fehérje szennyezo-
anyagokat tartalmaz. Az ilyen oldatok rendszerint 1-
50 mg/ml 6sszes fehérjét, és 0,05-4 mg/ml rekombi-
ndns fehérjét tartalmaznak.

A taldlméany értelmében ehhez az oldathoz amint
vagy kvaterner amménium-vegyiileteket adunk, igy ki-
csapjuk a nagy molekulatémeg( szennyez fehérjcket.

Az amin vagy kvaterner ammonium-vegyiletek
adagoldsanak hatdsdra kicsapédott nagy molekulato-
megli szennyez§ proteineket az oldatbdl szokdsos
médszerekkel, példaul sziiréssel, centrifugdidssal stb.
tavolitjuk el. A kapott proteinoldatot, amely a rekombi-
nans fehérjét, esetlegesen kis molekulatdmegi szeny-
nyezd fehérjéket és mas nem-fehérje szennyezGanya-
gokat tartalmaz, sziikség esetén tovdbb feldolgozzuk a
kis molekulatomegi(i szennyez§ fehérjék és mds nem-
fehérje szennyezbanyagok, példdul kicsapdszerek, szo-
lubilizalészerek, oxiddl6szerek, redukélészerek stb. el-
tavolitdsdra. A nem-fehérje szennyezdanyagokat rend-
szerint dializissel, kromatografidval vagy mds alkalmas
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médszerrel tdvolitjuk el, mig a kis molekulatdmegi
szennyez§ fehérjéket a rekombindns proteinektdl ion-
cseréld vagy masfajta kromatografidval vélasztjuk el.

A fehérjeoldat tovabbi feldolgozdsdval olyan fehér-
jét vagy fehérje-kompozici6t kapunk, amely kivant fel-
hasznéldsra vagy lioflizdl4sra alkalmas. Ennek mdéd-
szeret jOl ismertek.

A taldlmdny szerinti eljirdsban alkalmazhaté
amin vagy kvaterner ammdénium-vegyiilet valamely a
kovetkezd képletek valamelyikének megfeleld ve-
gyiilet lehet:

(1) (R{RyR3RN*X"

ahol Ry, R,, Ry és R, jelentése azonos vagy eltérd,
egyenes vagy eldgaz6 szénlancd, adott esetben helyet-
tesitett 8—20 szénatomos alkilcsoport vagy hidrogén-
atom, feltételezve, hogy R;, Ry, Ry és Ry koziil leg-
aldbb az egyik hidrogénatomtdl eltérd, X jelentése egy
anion, példdul klorid, bromid, jodid, szulfét, szulfonat,
nitrt, acetdt stb. vagy :

(2) (RRyRy)N*-R’-N*(R,RsRg)

X X

ahol R, jelentése egyenes vagy eldgazé szénldncu,
adott esetben helyettesitett 8-20 szénatomos alkilcso-
port R—Rg jelentése egyenes vagy eldgazé szénldncd
adott esetben helyettesitett 8-20 szénatomos alkilcso-
port vagy hidrogénatom, R’ jelentése alkilén vagy ani-
Iéncsoport, X jelentése egy anion, példdul klorid, bro-
mid, jodid, szulfét, szulfondt, nitrdt, acetdt stb. vagy

(3) Rj-O-R*-N*(R,R;R)

X-

ahol Ry, Ry, R; és R, jelentése azonos vagy eltérd,
egyenes vagy eldgazé szénldnc, adott esetben helyette-
sitett 820 szénatomos alkilcsoport vagy hidrogénatom,
feltételezve, hogy R;, Ry, Ry és Ry koziil legaldbb az
egyik hidrogénatomtdl eltérs, R’ jelentése alkilén- vagy
ariléncsoport, X jelentése egy anion, péld4ul klorid, bro-
mid, jodid, szulfat, szulfon4t, nitrdt, acetdt stb., vagy

(4) R;-C(0) N(Rp)-R'-N*(RsR4Rs)

X

ahol Ry, Ry, R;, R, és Rs jelentése azonos vagy
eltérs, egyenes vagy eldgazé szénlancy, adott esetben
helyettesitett 8-20 szénatomos alkilcsoport vagy hidro-
génatom, feltételezve, hogy R;, Ry, Ry és Ry koziil
legaldbb az egyik hidrogénatomtdl eltérd, R’ jelentése
alkilén- vagy ariléncsoport, X jelentése egy anion, pél-
ddul klorid, bromid, jodid, szulfdt, szulfondt, nitrat,
acetdt stb., vagy

(5) Rin"H(Ry)-R’-N*(R;R4R5)

X X

ahol Ry, Ry, Rs, Ry és Rs jelentése azonos vagy
eltérd, egyenes vagy eldgaz6 szénlanci, adott esetben
helyettesitett 8—20 szénatomos alkilcsoport vagy hidro-
génatom, R’ jelentése alkilén- vagy ariléncsoport, X
jelentése egy anion, példdul klorid, bromid, jodid, szul-
fat, szulfondt, nitrdt, acetét stb.

Elényosen alkalmazhaté vegyiiletek példdul a do-
decil-amin-hidroklorid, trimetil-oktadecil-amma&nium-
klorid, trimetil-hexadecil-amménium-klorid, trimetil-
dodecil-amménium-klorid, dimetil-diammoénium-klo-
rid és a DUOMAC-T (N-faggyualkil-1,3-diamino-pro-
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pan-diacetdt). Legel6ny6sebb a DUOMAC-T (N-
faggyualkil-1,3-diamino-propén-diacetdt) és a trimetil-
dodecil-amménium-klorid.

A csapadékképzés elGsegitéséhez sziikséges amin
és kvaterner ammonium-vegyiilet mennyisége a fehér-
je-koncentréci6tdl, a fehérje jellemzditSl, az adagolt
vegyiilett6l fiigg, 4ltalaban 0,01-2 térfogat% végsd
koncentracibig, elénydsen 0,01-0,5 térfogat% végss
koncentraci6ig adagoljuk.

A talalmdny szerinti eljdrdssal kinyerhetS rekombi-
n4ns fehérje lehet barmely, 5000-nél nagyobb molekula-
témegd, transzformdlt mikroorganizmus 4ltal, rend-
szerint zdrvanytest formdjdban termelt fehérje. Ilyenek
példdul a szomatotropinok,inzulinok, szomatomedinek,
szomatosztatinok, prolaktinok, placenta laktogének stb.

A taldlmény szerinti eljarassal legel6nydsebben
olyan rekombindns szomatotropinok nyerhetdk ki,
amelyeknek molekulatémege koriilbeliil 20000. A re-
kombinéns szomatotropin barmely fajbdl szarmazé re-
kombindns szomatotropin lehet, el6nydsen azonban
szarvasmarha, sertés, madar, juh vagy humdn rekombi-
ndns szomatotropin, elGnydsen sertés vagy szarvasmar-
ha rekombindns szomatotropin.

Az emlitett rekombindns fehérjék elGéllitasa jol is-
mert, példdul a 4 604 359 és a 4 332 717 sz. amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi lefrdsok human re-
kombindns szomatotropin elallitdsdt, a 4 443 739 sz.
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirds re-
kombindns szomatotropinok el§allitdsat, a 104 920 sz.
eurdpai szabadalmi bejelentés rekombindns sertés szo-
matotropin elGallitdsat, a 4 443 359 sz. amerikai egye-
siillt allamokbeli szabadalmi leirds rekombindns szar-
vasmarha szomatotropin elG4llitasat, Schoner, Biotech-
nology 3(2), 151-54 rekombindns szomatotropin elg-
allitasat és Buell, Nucleic Acid Res. /3, 1923-38
(1985) rekombindns szomatomedin C elGdllitdsét is-
merteti.

A 103 395 sz. kizzétett eurGpai szabadalmi beje-
lentés (kdzrebocsdtva: 1985) egy transzformdns E. coli
torzs konstrudldsdt ismerteti, amely egy olyan elsé
plazmidot tartalmaz, amely a delta-9-(Ser)-szomatotro-
pint (olyan szomatotropin, amelybSl 9 N-termindlis
aminosav hidnyzik, de egy hozzdadott szerin-maradé-
kot tartalmaz az N-termindlison) kédolja a lambda-PL
promoter-operétor szabdlyozdsa alatt, amely egy a mu-
bakteriofdgbdl szdrmazé Shine-Dalgarno teriiletet tar-
talmaz. A transzformans egy mdsodik, pcI857 plazmi-
dot is tartalmaz, amely a pcI857 hémérséklet-érzékeny
represszor-fehérje termelését kédolja. A represszor-fe-
hérje inaktivdlhaté dgy, hogy a hémérsékletet kb.
42 °C-ra emeljiik, igy a delta-9-(Ser)-szarvasmarha
szomatotropin kifejezGdését indukdljuk. Az E. coli
HB10l (PL-mudelta-9-(Ser)-szarvasmarha szomatot-
ropin és pcI857) transzformdns térzs ATCC 53030 sza-
mon letétbe van helyezve a The American Type Cul-
ture Collection (Rockville, MD, USA) intézetnél.

Hasonl6 transzformans torzs, amely a delta-7-sertés
szomatotropin (sertés szomatotropin, amelynek 7 N-
termindlis aminosava hidnyzik) termelését ismerteti a
104920 sz. kdzrebocsitott eurépai szabadalmi bejelen-
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tés (kdzrebocsatva: 1985.) Az E. coli HB101 (PL-mu-
delta-7-sertés szomatotropin és pc1857) transzformdns
térzs ATCC 53031 szdmon letétbe van helyezve a The
American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA) intézetnél.

Az ATCC 53030 és 53031 tdrzs hatékonyan termeli
a delta-9-(Ser)-szarvasmarha szomatotropint, illetve a
delta-7-sertés szomatotropint. A kifejez&dott fehérje
mindkét esetben a sertés szomatotropint. A kifejezédott
fehérje mindkét esetben a sejten beliil oldhatatlan, bio-
16giailag inaktiv, mikroszkGppal lathaté zdrvanytestek
formédjaban képzddik. J61 ismertek méds mdédszerek sok
hasonlé fehérje elGallitasara.

A taldlmény szerinti eljérds egy eldnyds megvaldsi-
tasi médja szerint mintegy 1-50 mg/ml teljes fehérje-
tartalmd és mintegy 0,05-2 mg/ml rekombindns szo-
matotropin-tartalmi oldatot mintegy 0,08-0,12 térfo-
gat% DUOMAC-T-vel kezeliink a nagy molekulato-
megi fehérje szennyezGanyagok kicsapdsdra. A csapa-
dékot centrifugaldssal eltdvolitjuk, és a kapott oldatbél
a rekombindns szomatotropint szokdsos mddon, aho-
gyan az el6bbiekben ismertettiik, kinyerjiik.

Bir a fenti kinyerési médszer rekombindns fehérjék
kinyerésére vonatkozik a médszer ugyanigy alkalmaz-
hat6 nem-rekombindns fehérjék elvalasztisira és ki-
nyerésére is. fgy példdul egy (1) ,hasznos vagy kivant
fehérjét”, (2) nagy molekulatomegd fehérjéket (mole-
kulatdmeg legaldbb 1,5-szor nagyobb, mint a hasznos
fehérje molekulatomege) és (3) kis molekulatémegi
fehérjéket (molekulatomeg kisebb, mint a hasznos fe-
hérje molekulatémegének 1,5-szordse) tartalmazé ol-
dat taldlmany szerinti kezelésével kicsapjuk a nagy
molekulatdmegli proteineket, igy a nagy molekulatd-
megi fehérjéket elvalasztjuk a hasznos fehérjéktdl és a
kis molekulatomegd proteinektdl. A nagy molekulat6-
megfi fehérjéket elvdlasztjuk az oldattdl, és eldobjuk,
vagy kivént esetben tovédbb feldolgozzuk. A nagy mo-
lekulatsmegii fehérjék kinyerhetSk a csapadékbdl tgy,
hogy a csapadékot tjra feloldjuk, és az oldatbol kinyer-
jik a fehérjéket, .

A hasznos fehérjét szokdsos mddszerrel elvilaszt-
juk a kis molekulatomegi fehérjékt6l, és kfvant eset-
ben tovabb feldolgozzuk vagy eldobjuk. A kis moleku-
latdmeg( fehérjéket rendszerint kromatografidsan vagy
més, hasonlé molekulatomeg( fehérjék elvalasztasira
alkalmazhaté eljdrdssal vélasztjuk el a hasznos fehérjé-
t6l. Az ilyen fehérjeelvélasztdsi eljardsok jél ismertek,
és alkalmazhatdk a taldlmény szerinti eljdrasban.

A talslm4ny szerinti eljardst a kovetkezd példdkkal
és a mellékelt dbrdval szemléltetjiik.

A mellékelt 1. sbra a DUOMAC-T koncentricidjanak
és a polimer/monomer (P/M) ardnynak a sertés szomatot-
ropin kitermelésére gyakorolt hatdsdnak grafikus dbrazo-
lasa, gélpermedcids kromatogréfidval (GPC) mérve.

A taldlmany szerinti eljdrést a kovetkezd példdkkal
és a mellékelt dbrdval szemléltetyiik.

A kisérletekben alkalmazott zérvanytesteket olyan
transzformdlt E. coli torzsekkrl termeltiik, amelyek del-
ta-7-sertés szomatotropint éllitanak el§. A zarvanytes-
teket izoldltuk a delta-7-pST-t termel (PL-mu-delta-7-
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pST) els6 plazmiddal és a hémérséklet-érzékeny lamb-
da-fig represszor fehérjét kédold (pcI857) mdsodik
plazmiddal transzformdlt E. coli HB101 torzsbél. Sza-
mos mds mikroorganizmus is termel olyan zdrvanytes-
tet, amely més rekombindns fehérjét tartalmazhat, ezek
a taldlmany szerinti eljérdssal feldolgozhatok. Az ilyen
mikroorganizmusok hasonlé tenyésztési modszere jol
ismert a szakteriileten.

1. példa

Rekombindns sertés szomatotropint (rpST) nyer-
tiink ki mikroorganizmus zarvanytestekbdl tgy, hogy
(1) a zdrvanytesteket nétrium-dodecil-szulfitban
(SDS) oldottuk, (2) az oldatbél az oldhatalan szennye-
z&anyagokat eltévolitottuk, és (3) az oldatbél az SDS-t
eltévolitottuk, hogy az rpST djrahajtogatédjon bioaktiv
konfiguraciéjdba. A kapott fehérjeoldat tartalmazta az
pST-t, nagy molekulatomegi fehérje szenynyez$anya-
gokat, kis molekulatomegd fehérje szennyezdanyago-
kat, kis molekulatomeg(i szennyezé fehérjéket és més
nem-fehérje szennyezdanyagokat. Ezt az oldatot
membrénelvalasztdsi médszerrel tisztitottuk. A memb-
rinelvdlasztis néhdny nagy molekulatomeg(i szennye-
z6anyagot eltdvolitott, de jelents mennyiségl nagy
molekulatdmeg( szennyez6dés maradt jelen, ami miatt
tovabbi tisztitdsra volt sziikség.

Az pST-t, nagy molekulatdmegd szennyez$anya-
gokat, kis molekulatomegti szennyezd fehérjéket és
mis nem-fehérje szennyezGanyagokat tartalmazé
20 ml-es fehérjeoldat mintdkat 50 ml-es szélesszdjii
poharakba mértiik, és jégfiirdGbe helyezve hémérsékle-
tiiket 5 és 10 °C kozotti hémérsékleten tartottuk. ElSre
meghatdrozott mennyiségd 0,5-1,0 térfogat%-os amin-
reagens-oldatot (dodecil-amin-hidroklorid és kereske-
delemben kaphaté6 A-1 és A-36A amin-vegyiletek

_(l4sd 1. tabl4zatot) adtunk a mintdkhoz 1 vagy 3 ml-es

fecskend6vel. A poharak tartalmat egy teflon riddal
kb. 1-3 percig 6vatosan kevertiik. Szinte azonnal csa-
padék képzédott. Lassabb (cseppenként torténd) ada-
goldssal kevesebb terméket kaptunk (kisebb P/M
ardny). Magasabb homérséklet (25 °C) szintén na-
gyobb kitermelést eredményezett. (A magasabb hdmér-
sékleten végzett eljards azonban nem biztos, hogy
megvaldsithaté a mikroorganizmusok novekedése mi-
att). A poharak tartalmat centrifugdltuk, és a feliildsz6t
0,2 wm-es szliron Atsziirtiik, igy készitettik el6 a mintdt
gélpermedciés kromatogréfidhoz (GPC).

A centrifugdlt feliiliszobol egy éjszakan at tarto
tarolds hatdsdra nem valt ki csapadék, ami arra utal,
hogy a reakcié teljes volt. A feliiliszot GPC 1itjan
elemeztiik, és a kapott eredmények alapjan szdmoltuk a
pST kitermelést és a polimer/monomer (P/M) ardnyt a
feliiliszéban.

Az eredmények azt mutattak, hogy kb. 0,05 térfo-
gat% amin-reagens koncentracioval kb. 90%-os rpST
kitermelést értiink el, majdnem zéro P/M ardny mellett.
A kereskedelemben kaphat6, P-14B és 52-267 jelid
amin-vegyiiletekkel (I4sd 1. tdbldzatot) szintén végez-
tiink kisérleteket, azonban a dodecil-amin-hidroklorid

_és az A-1 jeldi reagens mellett dontottiink, mivel rész-
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ben alacsonyabb kitermelést, magasabb P/M aranyt
adtak volna, mdsrészt nagyobb mennyiség reagensre
lett volna sziikség. A vizsgalt vegyiileteket az 1. tabla-
zatban foglaltuk Gssze.

2. példa

Az 1. példdban emlitett A~1 amin-vegyiiletet és
dodecil-amin-hidrokloridot, valamint kiilénb6z3 to-
vébbi amin-vegyiiletet, példdul trimetil-dodecil-, hexa-
decil- és oktadecil-amménium-kloridot, DUOMAC-T-t
(N-faggyualkil-1,3-diaminopropén-diacet4t), AR-
QUAD-2C-75-t  (dimetil-dikékuszalkil-amménium-
klorid) és hexil-amint kiilénb6z& koncentraciéknl fél-
lizemi mennyiségekben vizsgdltunk, és membran-tisz-
titdsnak nem vetettiik ald. A hexil-amin kivételével a
fenti reagensekkel ki tudtuk csapni a fehérjét. A szelek-
tivitds és a pST kitermelés azonban véltozé volt.

A dodecil-, hexadecil- és oktadecil-amménium-klo-
rid esetén a pST polimer szelektiv kicsapdsihoz sziik-
séges reagens-koncentrdci6 a szénldnc hosszdtdl fiig-
gbtt, amennyiben a 18 szénatomos oktadecil-szdrma-
z€kb6l 0,02 térfogat% volt sziikséges, mig a 16 szén-
atomos hexadecil-szdrmazékbdl 0,03 térfogat%, a 12
szénatomos dodecil-szdrmazékbél pedig 0,04-0,06 tér-
fogat%. Azonos P/M ardnynil a pST kitermelés a tri-
metil-dodecil-amménium-klorid (TDAC) esetén volt a
legnagyobb.

A vizsgélt amin-vegyiiletek koziil szelektivitds és
kitermelés szempontjdbdl a 0,08 és 0,12 térfogat% ké-
z5tti DUOMAC-T volt a legmegfelelébb.

A 2, tdbldzatban 6sszefoglaltuk a DUOMAC-T-vel
és TDAC-vel kiilénb6z6 rekombindns fehérje adago-
kon végzett kicsapdsi vizsgélatok eredményeit. A kiter-
melés (75-82%) jobb, mint a membran-tisztitas esetén.
Emellett a taldlmany szerinti kicsapési eljdras egysze-
riilbb és bajmentesebb. Mivel a termékek rendszerint
igen értékesek a kitermelésben bekdvetkezett kis javu-
14s is jelentSs gazdaségi hasznot jelent.

A DUOMAC-T koncentracidjdnak a pST kiterme-
lésre és a P/M ardnyra gyakorolt hatdsdt részletesen
megvizsgdltuk néhdny tovabbi nyers rekombindns fe-
hérje mintdn. Az 1. dbrdn bemutatott néhdny tipikus
eredmény azt mutatja, hogy a pST kiteremlés és a PPM
ardny kozott osszefiiggés van, azaz magasabb kiterme-
1és magasabb P/M ardnnyal jdr egyiitt. Mivel a kivant
P/M ardny az elGtisztitott termék esetén mintegy 0,5
vagy ennél kevesebb, a DUOMAC-T-koncentraciét
tigy kell megvalasztani, hogy ezt a kivdnalmat a lehetd
legmagasabb kitermelés mellett érjiik el.

A DUOMAC-T-vel végzett kicsapds utdn kapott
pST feliiliszét szovetmegkotési vizsgdlattal, izo-
elektromos fékuszdldssal (IEF) és nagynyomdsi fo-
lyadék-kromatografidaval (HPLC) elemeztiik. A szd-
vetmegkotési vizsgdlatban a pST 98%-os aktivitdst
mutatott a standard pST-mintdhoz viszonyitva, ami

arra utal, hogy a pST nem denaturdlédott. Hasonld- .

képpen az IEF és HPLC vizsgélatok sem mutattak
kiilonbséget a DUOMAC-T-vel kezelt és a nem ke-
zelt pST-mintdk koz6tt, ami arra utal, hogy a pST
szerkezete nem viltozott.
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1. tdbldzat
A pST polimer szelektiv kicsapdsdra alkalmazhato

reagensek felsoroldsa
Reagens Forgalmazé
Hexil-ami Aldrich Chemical Co., Inc.,
exi-amin Milwaukee, WI

Dodecil-amin-hidroklorid | 222" Kodak. Rochester

Trimetil-oktadecil-ammoni- ARMAC Chemicals,
um-klorid McCook, IL
Trimetil-hexadecil-ammoéni- | Eastman Kodak, Rochester,
um-klorid NY
Trimetil-dodecil-ammdénium- ARMAC Chemicals,
klorid (TDAC) McCook, IL
D i.meﬁi('ldik.gk‘j\sg al&'g"‘zrg"" ARMAC Chemicals,
nium-klorid (ARQUAD-2C- McCook, IL
75)

T - . ARMAC Chemicals,
Dimetil-diamménium-klorid McCook, IL
N-Faggyii-alkil-1,3-diamino- ARMAC Chemicals
propén-dlacetziT; (DUOMAC- McCook, IL

A-1 amin, P-14B, A-36A, |Sherex Polymer, Inc., Lake-
52-267" land, FL

* kereskedelmi termékek:

A-1: Primer aminok acetdtsdja. Szekunder és terci-
er aminok szennyezés formdjdban jelen Iehetnek.

P-14B: C]0H21 'O-cHz-CHz-CHz-NH2: éteramin-
acetat.

A-36A: Zsirsav-amid-aminok acetdtséja.

52-267: Az A-36A amin 5%-os vizes diszperzidja.

2. tdbldzat
Kiilonbozd féliizemi termelésbol szdrmazo elotisztitort
sertés szomatotropin mintdk amin-kezelésével kapott
kitermelések és P/M ardnyok

p Kitermelés p
Bet4plalds (tomeg) P/M ardny
263-6 jelt minta (538 ppm,
2,3 P/M) Dodecil-amin-hid- 77 0,7
roklorid (0,06%)
DUOMAC -T (0,1%) 86 0,15
2646 jelii minta (672 ppm, 62 _
2,1 P/M) TDAC (0,05%)
DUOMAC -T (0,1%) 76 0,5"
265-6 jeld minta (660 ppm, 77 02
2,5 PIM) TDAC (0,03%) ’
DUOMAC -T (0,075%) 83 0,3-0,5
DUOMAC-T (0,1%) 79 0,1-0,3
2666 jeld minta (610 ppm, 75 0.6
3,6 P/M) TDAC (0,03%) ’
DUOMAC -T (0,1%) 85 0,6
270-6 jelG minta (606 ppm, 85 0.67
3,9 P/M) TDAC (0,05%) ’
DUOMAC -T (0,09%) 89 0,35
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PP Kitermelés .
Betédplals (tomeg%) P/M arény
DUOMAC -T (0,11%) 73 0,05
271-6 jeld minta (369 ppm,
3,9P/M) DUOMAC-T 82 0,3
(0,06%)
273-6 jeld minta (369 ppm,
4,0 P/M) DUOMAC-T 76 0,4
(0,075%)
279-6 jeld minta (416 ppm,
3,2 P/M) DUOMAC-T 88 0,6
(0,05%)
280-6 jeld minta (295 ppm,
4,2 P/M) DUOMAC-T 82 0,5
(0,06%)
268-00E jelii minta
(682 ppm, 6,1 /M) DUO- 85 0,3
MAC-T (0,15%)
Atlag:
TDAC 75 04
DUOMAC-T 82 04

* z 2 . . P .
FeltételezhetGen interferencia az el6z6 minta nyo-
maéval.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdrds rekombindns fehérje kinyerésére olyan
fehérjeoldatbél, amely a kivant rekombindns fehérjét
és annak molekulatomegénél legaldbb 1,5-sz6r na-
gyobb molekulatomegii szennyez fehérjéket tartal-
maz, azzal jellemezve, hogy kozvetleniil a fehérjeol-
dathoz a szennyez$ nagy molekulatomegd fehérje
szelektiv kicsapdsdhoz sziikséges mennyiségben,
célszertien 0,01-2 térf% végsd koncentricidig egy,
1-4 alkilhelyettesitSt tartalmazé amint vagy kvater-
ner amméniumvegyiiletet adunk, ahol az alkilhelyet-
tesitok koziil legaldbb az egyik 10-20 szénatomos,
mig a tobbi 1-6 szénatomos, majd a csapadékot
elvélasztjuk az oldattdl, és a kivént fehérjét kinyer-
jiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemezve,
hogy aminként vagy kvaterner amménium-vegyiilet-

ként  N-faggyualkil-1,3-diamino-.propan-diacetatot
vagy trimetil-dodecil-amménium-kloridot ~alkalma-
zunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,
hogy rekombindns fehérjeként sertés vagy szarvasmar-
ha rekombindns szomatotropint tartalmazé oldatot al-
kalmazunk.
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