ELJARAS OLDHATATLAN ZARVANYKENT EXPRIMALT REKOMBINANS

PROTEINEK TISZTITASARA
KIVONAT
A talalmany eljaras baktériumi gazdasejtben exprimalt és oldhatatlan zar-
vanyként (inclusion bodies) a sejtben tarolt rekombinans proteinek oldasara és tisz-
titasara. A talalmany szerinti eljarasra jellemzd, hogy
(1) az elvalasztott oldhatatlan proteinaggregatumokat szerves denaturalé rea-

gensben feloldjak,

(i)  az (i) szerint kapott oldatot legalabb egy kromatografias lépésben tisztitjak
lényegében szervetlen, puffermentes, bazikus, sotartalmu eluens alkalmaza-
saval,

(ili)  az utolso tisztitd 1épésben kapott, az oldott, renaturalt és biologiailag aktiv

proteint tartalmazo bazikus oldatot semlegesitik. Az eluensben 1évé sok milyenségé-

nek és mennyiségének alkalmas megvalasztasaval az oldott tisztitott protein mindjart

fiziologiai s6oldatban van jelen.
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ELJARAS OLDHATATLAN ZARVANYKENT EXPRIMALT REXOMBINANS

PROTEINEK TISZTIiTASARA

A talalmany eljaras baktériumi gazdasejtben exprimalt és oldhatatlan zar-
vanyként (inclusion bodies) a sejtben tarolt rekombinans proteinek oldasara és tisz-
titdsara. A tisztitasi eljaras alapja, hogy a zarvanyokat szerves denaturalé reagensek
segitségével oldhatova tessziik és ilyen formaban kromatografias eljarasnak vetjik
ala, amelynek soran eluensként szervetlen, bazikus, sotartalmu oldatot alkalmazunk,
mert igy semlegesités utan a rekombinans protein koézvetleniil alkalmazhato, fiziolo-
giailag elviselhetd formaban keletkezik. A talalmany szerinti eljaras kilonosen els-
nyos allergének és allergén-valtozatok tisztitasara.

A talalmany szerinti eljarast gyogyszerkészitmények esetén sziikséges koriil-
meények kozott (GMP) valésitjuk meg. Az el8allitott gydgyédszati hatdanyagok felol-
dasuk utan kozvetleniil parenteralis beadasra alkalmazhatok. A talalmany szerinti
eljarassal eldallitott elonyos rekombinans allergének vagy allergén-valtozatok aller-

Rekombinans proteinek baktériumi, ill. prokariota gazdasejtben, példaul E.
coli sejtben torténd eldallitasaban gyakori probléma, hogy az exprimalt protein nem a
helyes, azaz térmészetes hajtogatasban van jelen, pedig altalaban a teljes biologiai
aktivitashoz ez kell. A meg nem feleld hajtogatas ahhoz vezet, hogy szamos protein a
kozegben nem olddédik, ill. zarvanyként a gazdasejtben marad; ezek a formak
minclusion bodies”-ként bevonultak a tudomanyos irodalomba. Az oldhatatlan zarva-
nyok rossz hatassal vannak az exprimalt rekombinans protein tisztitasara és biologiai
hozzaférhetdségére (Marston és mtsai, 1986, Biochem. J. 240: 1-12). A baktériu-
mokban bezart rekombinans proteinek tisztitisa céljabol a kromatografias

eluensekhez gyakran denaturdlé anyagot, példaul karbamidot vagy guanidinium-
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hidrokloridot adnak. Ezek az adalékok azonban nem minden tisztithsi ety &
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kalmazhatok, a hidroféb interakcids kromatografidban példaul nem. Emellett kémiai
reakciok a termék mindségét kedvezétleniil befolyasolhatjak (karbamid-oldatban
keletkezhet példaul cianat). A denaturdld szer eltavolitisa és igy a protein
renaturalasa altalaban dializissel, diasziiréssel vagy gélsziiréssel torténik. Fzek a fo- -
lyamatok hosszadalmasak, emellett a termék gyakran 0jbol kicsapodik. A fent emli-
tett denaturald szerek teljes eltavolitasanak analitikai kimutatasa is nehéz. A fenti
probléma kiilénosen a rekombinans allergének és allergén-valtozatok eléallitasa és
tisztitasa teriiletén jelentds.

Az 1. tipusu allergiak az utolso évtizedek alatt vilagszerte dramai modon el-
terjedtek. Az iparosodott orszdgok lakosaganak akar 20 %-a szenved allergias natha-
ban, allergias kotShartyagyulladasban, horgéasztmaban. Ezeket a betegségeket kii-
16nb626 forrasokbol (novényi pollen, atkak, emlésok, példaul macska, kutya, 16, va-
lamint penészgomba) felszabaduld, a levegdben lévé allergének (aeroallergének)
okozzék. Sulyos allergiat rovarcsipés, példaul méh- vagy darazscsipés is okozhat.

Az 1. tipust allergidkat kivaltdo anyagok proteinek, glikoproteinek vagy
polipeptidek. Miutén az allergén a nyélkahartyan keresztil, ill. rovarcsipés wtjan a
szervezetbe kerilt, a szenzibilizalt személy esetén hizéséjtek feluletén 1évo IgE-
antitestekkel reagal Ha az allergén két vagy tobb antitestet 9sszekotott, mediatorok
(példaul hisztamin, prosztaglandinek) és citokinok kibocsatasara és igy az allérgias
tinetek kivaltasara keriil sor.

cDNS segitségével el6 lehet allitani rekombinéns allergének, amelyek az al-
lergidk kezelésében és diagnosztikajaban alkalmazhatok (Scheiner und Kraft, 1995,
Allergy 50, 384-391). Kulonosen nagy jelentdségre a rekombinans allergének az
olyan diagnosztikai modszerek esetén tehetnek szert, amelyek — a hagyomanyos ki-

vonatokhoz viszonyitva - egyedi IgE-szenzibilizalé spektrumok azonositasat teszik
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lehet6vé. Ezen tulmenden a rekombinans allergéneket géntechnikziiag

‘\'/éh'ozicatm
lehet, ezzel elérhetd, hogy allergén potencialjuk csokken, ugyanakkor a szabalyozé
T-segédsejtekkel valo reakcidkészségiik valtozatlan marad (Schramm és mtsai, 1999,
J. Immunol. 162 (4): 2406-2414; Valenta és mtsai, 1999, Biol. Chem.380: 815-24;

Singh és mtsai, 1999, Int. Arch. Allergy Immunol. 119: 75-85). Az ilyen allergén-

valtozatok a jovoben nagy szerepet jatszhatnak az 1. tipusa allergiak fajlagos im-

targyai.

A fenti Osszefiiggésben a rekombinans allergéneknek és allergén-
valtozatoknak a gyakran alkalmazott baktériumi expresszios rendszerekben torténd
termelése kulonosen jelent6s. Ezek a rendszerek - az eukariota rendszerekhez viszo-
nyitva - azzal az elénnyel rendelkeznek, hogy mar révid expresszioido elteltével
nagy termelési hozam érheté el, emellett farmakologiai szempontbol sokkal kevésbé
rizikosak virusos fertdzés vagy onkogének vonatkozasaban. Kilonbozé forrasok f5
allergénjei azonban - baktériumos expresszids rendszerekben torténd eldallitasuk
soran - zarvanyként maradnak a gazdasejtben, igy példaul a fipollen-allergének 1.
csoportja (Vrtala és mtsai, 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 97: 781-7) és 13. cso-
portja (Suck €s mtsai, 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 324-332), a Der f 2 atka-allergén
(Iwamoto és mtsai, 1996, Int. Arch. Allergy Immunol. 109: 356-61), valamint
foszfolipaz A2 és hialuronidaz, két rovarméreg-allergén (Soldatova és mtsai, 1998, J.
Allergy Clin. Immunol. 101: 691-8; Kuchler és mtsai, 1989, Eur. J. Biochem. 184
249-254). De az allergén-valtozatok, példaul a Bet v 1 nyirfapollen-foallergén
fragmensei és multimerjei (A-fragmens, B-fragmens, Bet v1-trimer) is igy viselked-
nek annak ellenére, hogy a valtozatlan rekombinans Bet vl-allergén jol oldédik

(Hoffmann-Sommergruber és mtsai, 1997, Prot. Expr. Purific. 9: 233-39; van Hage-

Hamsten €s mtsai, 1999, J. Allergy Clin. Immunol. 104: 969-7).
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A feladat tehat olyan eljaras kidolgozasa volt, amellyel reké;nf);}féirs;: z:‘fr-
vanyként jelen 1év6 proteinek, kiilondsen allergének, ill. allergén hatasu proteinek
egyszer és hatékony modon tisztithatok, a technika allasa szerinti eljarasok hatra-
nyai nélkiil. Tovabbi feladat az volt, hogy a kinyert proteinek a tisztitas alatt és foleg
a tisztitas végén olyan formaban legyenek jelen, amely lehet6vé teszi, hogy tovabbi
eljarasi 1épések nélkiil, kozvetleniil legyenek alkalmazhatok a gyogyaszati vagy di-
agnosztikai felhasznalésra.

A jelen talalmany szerinti eljards biokémiai tisztitoeljaras, amellyel
exprimalasuk utan zarvanyként jelen 1évé rekombinans proteinek egy- vagy tobblép-
csds, elényosen egy-, két- vagy haromlépcsds tisztitassal, lényegesen puffer nélkiili
bazikus eluens alkalmazasaval tisztan kinyerhetok.

A talalmany szerinti eljaras tovabbi ismérve, hogy a rekombinans protein az
utols tisztitolépés utan gyors semlegesités révén oldatban marad. Ezzel egyidejiileg
fizioldgiai kozeg jon létre.

Az eljarast kiilonosen rekombinans allergének ¢€s allergén-valtozatok eldalli-
tasara optimaltuk. Az eljaras ezekre az elsddleges expresszios termékekre egyarant €s
altalanosan alkalmazhato, azaz mas eredetli, elsddlegesen zarvanykeént exprimalt
allergének és allergén-valtozatok is tisztithatok, renaturalhatok és készitménnyé ala-
kithatok a talalmany szerinti eljarassal.

A taldlmany értelmében allergén-valtozaton az eredeti allergén fragmenseit,
multimerjeit, példaul dimerjeit vagy trimerjeit, de az eredeti allergének,
fragmenseik/multimerjeik modositott valtozatait is értjiik. Az utobbiak inzertalt dara-

bokkal, deletalt szakaszokkal, egy vagy tobb aminosav helyett mas aminosavval ren-

delkeznek.

Eldnyosen rekombinans, a természetben el6 nem forduld olyan allergén-

valtozatokat tisztitunk, amelyeknek nincs vagy csokkentett az IgE-aktivitasa, ugyan-
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akkor a T-sejt-aktivitasa megmarad. Az eljaras kiilonosen alkalmas a»éet';;'l'n;'/iiga:

pollen-féallergén allergén-valtozatainak, mégpedig a rekombinans A-fragmensnek

(1-74. aminosav) és a rekombinans B-fragmensnek (75-164. aminosav), valamint egy

rekombinans trimer kinyerésére Az eljarassal eléallitott rekombinans allergének és

allergén-valtozatok kivaloan jol alkalmazhatok allergias megbetegedések fajlagos

A talalmany targya tehat eljaras tisztitott rekombinans proteinek el6allitasara
oldhato, biologiailag aktiv formaban, fiziologiai, kozvetlenil a gyogyaszati felhasz-
nalasra alkalmas kozegben, baktériumi expresszié utan az expresszios kozegben old-
hatatlan proteinaggregatumokbol. Az eljarasra az alabbi lépések jellemzoek:

(1) az elvalasztott oldhatatlan proteinaggregatumokat szerves denaturald rea-
gensben felvessziik,

(i) az (i) szerint kapott oldatot legalabb egy kromatografids [épésben tisztitjuk
lényegében szervetlen, puffer nélkili bazikus, sotartalmu eluens alkalmazasa-
val,

(iii)  az utolso tisztitd lépésben kapott, az oldott, renaturalt és biologiailag aktiv
proteint tartalmazo bazikus oldatot semlegesitjuk.

Tisztitas céljabol az elsédlegesen keletkezett oldhatatlan zarvanyokat elészor
onmagukban ismert denatural6 reagensekben oldjuk és ezzel denaturaljuk. Elénydsen
karbamidot alkalmazunk, kiiléndsen 5-10 molos, elényosen 8 molos oldatként. Al-
ternativ megoldas, hogy mas reagenst, példaul nagyobb koncentracioju natrium-
hidroxid- vagy kalium-hidroxid-oldatot (0,2 M - 1 M) vagy a fent emlitett
guanidinium-hidrokloridot alkalmazzuk.

A kovetkezd lépésben az oldott, denaturalt proteint alkalmas kromatografias

hordozéhoz kotjitk. Elsésorban ioncserélé gyanta, elényosen anioncserélo gyanta

j6het szamitasba.
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A kromatografias tisztitashoz eluensként a talalmany éﬂelméﬁén';éh;elééé‘éh :
szervetlen, puffermentes, bazikus, sotartalmu oldatot alkalmazunk. Alkalmas
eluensek példaul NaOH- vagy KOH-oldat, amely natrium-kloridot vagy kélium-
kloridot tartalmaz. Az eljaras egy elényos megvaldsitasa értelmében az eluenshez
natrium- vagy kalium-hidrogén-karbonatot adhatunk, igy lehetdség van a pH-érték
csokkentésére. Elonyos eluensek natrium-hidroxidot, naatrium-kloridot, ill. natrium-
hidroxidot, natrium-kloridot és natrium-hidrogén-karbonatot tartalmaznak. A vizes
bazikus oldat NaOH-, ill. KOH-tartalma a talalmany értelmében 5 mM és 50 mM
kozotti, elénydsen 15-25 mM, kiilonosen elonyosen 20 mM. A sokoncentracid (pél-
daul NaCl) az elején viszonylag alacsony, igy a protein erdsen rogzul az ioncserélo
gyantan. A talalmany szerint a kezdeti sokoncentracid 5-50 mM, elényosen 15-30
mM, kulondsen elénydsen 20 mM. Ezzel az ioncserélé gyantahoz nem vagy nem
elég er6sen kotodo denaturaldoszert, valamint a szennyezddéseket eltavolitjuk.
Amennyiben az eluens natrium-hidrogén-karbonatot is tartalmaz, annak koncentraci-
6ja 5-15 mM, eloényosen 11 mM.

A talalmany szerinti eljaras soran a denaturalé reagenst a denaturalt protein
oldatabol ugy tavolitjuk el, hogy az oldott rekombinans proteint kromatografias hor-
dozdhoz kotjik, majd a denaturalo oldatot lényegében szervetlen, puffermentes, ba-
zikus eluensre cseréljik, amelynek sokoncentracidja elegendd ahhoz, hogy a protein-
nek a hordozohoz valé rogzitését biztositsa.

A megkotott rekombinans protein elualasa céljabol a talalmany szerinti elja-
rasban az egyéb feltételek valtozatlan maradasa mellett a sokoncentraciot (NaCl vagy
KCl) gradiensként fokozatosan emeljiik. A gradiens elényosen linearis, kezdeti érté-
ke mintegy 20 mM NaCl (KCl), végsé értéke 0,5 M. Ezzel nemcsak a kivant proteint
nyerjik, hanem tovabbi szennyezOdésektdl (példaul mas proteinektdl) tisztitjuk is

azt. A talalmany szerinti eljarasra tehat jellemz6, hogy a kotott rekombinans proteint
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a sokoncentracié emelésével elualjuk és ezzel szennyezddésektol ﬁ:s:ztftah'k;"éxfn'ei{ :
soran a sokoncentraci6é emelése elénydsen gradiens segitségével torténik.

Néhany esetben az elualt protein a kovetelményeknek megfeleléen elegendo-
en tiszta, ez esetben tovabbi tisztitasi lépésre nincs sziikség. Az ilyen esetekben koz-
vetleniil kovetkezik a tovabbiakban kozelebbrél ismertetett semlegesitési I€pés,
amellyel hasznalatra kész, aktiv proteint nyertink.

Maskiilonben a taladlmany értelmében tovabbi kromatigrafias Iépés kovetke-
zik. Elvileg minden ismert kromatografias eljaras alkalmazhato. A konkrét esetben
az adott protein kémiai-fizikai tulajdonsagaitdl fligg az eljaras megvalasztasa. EIG-
nydsen, kiillonosen a Bet v 1 tipusi allergének és allergén-valtozatok esetében a to-
vabbi tisztitast hidrofob interakcios kromatografias eljarassal végezziik. Alternativ
modszer a gélsziirés.

A talalmany szerinti eljaras egyik eldnyos megvaldsitasi modja szerint a tisz-
titas harom lépésben torténik: ioncserélén végzett kromatogréafias eljaras, hidrofob
interakcios kromatografias 1épés és gélsziirés, elénydsen az itt kozolt sorrendben. Ez
azonban nem jelenti a talalmany szerinti eljaras korlatozésat.

A talalmany tovabbi targya tehat olyan eljaras is, amely legalabb egy tovabbi
kromatografias lépést, elénydsen hidrofob interakcios kromatografias 1épést és/vagy
gélszirést foglal magaban.

A talalmany szempontjabol lényeges a kulonbozo emlitett tisztitasi lépések-
ben, hogy az eluens fent mar részletesen leirt mennyiségi és mindségi Osszetétele
azonos. NaOH, NaCl és eldnyosen NaHCO;, ill. a megfelelé kaliumvegyiletek.
Csupan a natrium-klorid koncentracidjat a kiilonboz6 lépésekben varialhatjuk. Igy
példaul a hidrofob interakciés kromatografias modszer esetén az NaCl (KCI)-

gradiens nagy (1-3 M, eldnydsen 2 M) koncentraciotol — alacsony koncentracio (30-

10 mM, elo 20 mM) felé csokken. A végs6 koncentracio 1ényegében attol fligg, mi-
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Iyen sokoncentraciot kivanunk az utolso tisztité 1épés utan a termékb@n’ A’talilmany

értelmében ez a koncentracio el6nydsen egy fiziologiailag elviselhetd oldat

gélsziirés az utolsd 1épés, kb. 150 mM koncentraciéju NaCl-oldatot alkalmazunk.
Végil a sokoncentracid kivant végértékét az utolsd 1épés utan higitassal vagy s6 ada-
golasaval is beallithatjuk, aminek soran a mennyiség a kromatografalt protein
mennyiségétol fligg.

Az utolso tisztitasi 1épés - elényos kivitel esetén a gélszirés - utan az oldat
semlegesitése, ill. a protein renaturalizasa kovetkezik, mégpedig hig sav, elénydsen
sosav adagolasaval, a pH-érték 6,5-8,0 értékre allitasaval.. Az aktiv rekombinans
proteint tartalmazé oldatot, adott esetben a sotartalom (példaul Na") és protein-
tartalom beallitasa utan formulazott formaban kozvetlenil alkalmazhato.

A talalmany szerinti eljarasra tehat az is jellemz06, hogy a tisztitas befejeztével
a semlegesitést 6,5 és 8,0 kozotti pH-tartomanyban végezzik és eldnydsen hig savat,
killongsen elonydsen hig sdsavat hasznalunk a pH-érték beallitasahoz.

Az alabbiakban a talalmany szerinti eljarast a Bet v 1 nyirfapollen-féallergén
allergénvaltozatainak, mégpedig a rekombinans A-fragmensnek (1-74. aminosav) és
a rekombinans B-fragmensnek (75-164. aminosav), valamint a rekombinans trimer-
nek kinyerése kapcsan kozelebbrol ismertetjiik.

Az els6dleges oldhatatlan zarvanyokat denaturaljuk, elényosen 8 molos
(mol/l) karbamid-oldattal. Alternativ mas denaturaldszert, példaul 0,2 M natrium-
hidroxid-oldatot is alkalmazhatunk. Az els6 kromatografias tisztitasi 1€pés
anioncserélé gyantan, példaul Source Q gyantan végzett kromatografias eljaras. Az
allergének és allergén-valtozatok zome a hordozohoz kotddik, igy a kezdeti denatu-

rald oldatbol az eluensbe keriilnek. A bazikus eluens hatasara a proteinek oldatban
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maradnak. Az NaCl-gradiens révén a baktériumos szennyezddése
fragmensek széthizva oldddnak le.

Két tovabbi 1épésben, a hidrofob interakcids kromatografias lépésben és a
gélsziirés soran az elétisztitott allergéneket és allergén-valtozatokat lényegében még
megmaradt baktériumos szennyezddésektdl tisztitjuk. Itt alapvetden azonos alkotoré-
szeket, azaz kis koncentracioju bazist és valtozo részaranyl sot tartalmazo eluenst
alkalmazunk. A talilmany értelmében alkalmazott eluens a proteineket kimélé6 mo-
don oldatban tartja és hatékony tisztitast tesz lehetové. Az utolso tisztitasi 1épés utan
a tisztitott rekombinans proteint a talalmany szerint az eluensben lév6 bazis egysze-
ri, megfeleld savval végzett semlegesitésével oldhato formaban nyerhetjik vagy
renaturalhatjuk. Ha az eluens alkotorészeinek koncentracidjat megfeleloen vélasz-
tottuk, parenteralis beadasra alkalmas fiziologiai oldat keletkezik. A tisztitott
rekombinans allergének vagy allergén-valtozatok azonositasa az ismert fizikai, kémi-

ai, immunologiai vagy biologiai tulajdonsagaikon keresztul torténik, killondsen
elektromos fokuszalassal, SDS-PAGE modszerrel, fajlagos monoklonalis antitestek-
kel, valamint allergids emberek IgE-antitesteivel. Az oldészert pH-méréssel, vala-
mint az Na*, CI" és adott esetben CO; -koncentracié meghatarozasaval vizsgaljuk.
Ezek az eljarasok altalanosan ismertek és leirtak. A taldlmany szerint tisztitott €s
oldott rekombinans allergének és allergén-valtozatok hozama 75-95 %, a kiindulasi
elsddleges proteinre vonatkoztatva.

A fentiek szerint eldallitott allergén-komponensek a betegre fajlagos
szenzibilizalo-spektrum allergén-komponens szerinti felbontasi azonositasanak ke-
retében in vivo és in vitro végzett diagnosztikaban, valamint allergiak fajlagos im-

munterapiajaban alkalmazhatok. A tisztitott rekombinans proteinekbdl késleltetett

hatdanyagleadasi gyogyaszati készitmények is készithetok.
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A talalmany szerinti eljaras egy elényos megvaldsitasi médj’é'éz"éié.b'b' v'éz-:
latban (1. tablazat) lathato.
1. tablazat
A zarvanyok izolalasa
anioncserélé gyantan, példaul Source Q gyantan végzett kromatografias tisztitas, A-
oldat: 20 mM NaOH, 20 mM NaCl, 11 mM NaHCOs;
B-oldat: 20 mM NaOH, 0,5 M NaCl, 11 mM NaHCO;
adott esetben hidrofob interakcids kromatografias tisztitas, példaul Source PHE
gyantan
A-oldat: 20 mM NaOH, 2 M NaCl, 11 mM NaHCO;
B-oldat: 20 mM NaOH

adott esetben gélszirés, példaul Superdex 75,
A-oldat: 10 mM NaOH, 11 mM NaHCOs;, 148,4 mM NaCl

renaturalas, készitménnyé alakitas

célprotein 10 mM NaOH, 148 4 mM NaCl, 11 mM NaHCOj3 oldataban

+ 100 mM HCl ad 10 mM = oldott célprotein 0,154 M Na -oldatban.

Osszefoglalban megallapithatjuk, hogy a talalmany szerinti eljaras, amelyre a
kromatografias eluens kiilonleges Osszetétele, a kromatografias modszerek megva-
lasztasa, a pH-érték és ezzel a sotartalom specialis beallitasa jellemzd, technologiai-
lag és farmakologiailag a gyakorlatba atiltethetd termelési modszert kinal igen tiszta,
oldhat6 rekombinans allergének és allergén-valtozatok kinyerésére az elsddlegesen
eloallitott oldhatatlan aggregatjaikbol, csekély munka- és idoraforditas mellett. Te-
kintettel arra, hogy a rekombinans proteinek tisztitasa, renaturalasa, ill. oldatba vitele
soran alkalmazott koriilmények az ismert modszerekhez képest - kimélok és far-
makologiailag alkalmasak, a hatoanyagok allergias betegségek diagnosztizalasaban,

cs g

Példa

Bet v 1 oldhat6 allergén-valtozatainak kinyerése (a rekombinans Bet v 1 tera-

piailag hatasos allergén-valtozatai: A fragmens, B-fragmens, Bet-v1-trimer)
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8 M karbamid, 20 mM trisz/HCI oldattal denaturaljuk. A teljes denaturalas utan az
oldatot sziiréssel (elonyosen 0,22-0,45 um) vagy centrifugalassal (elényosen 10.000
—20.000 g, 5-15 perc) tisztitjuk. A deritett oldatot ioncserés kromatografias eljaras-
sal elOzetesen bazikus oldattal, elényosen 20 mM NaOH, 11 mM NaHCOs és 20
mM NacCl oldataval kiegyensulyozott Source 15Q hordozoéra (Pharmacia) feladjuk. A
hordozonak 12,0 pH-ig stabilnak kell lennie. A kezd6 oldat viszonylag magas pH-
értéke miatt a legtobb célprotein az anioncseréld gyantahoz kotddik; kivételt csak
azok a nagyon ritka proteinek képeznek, amelyeknek az izoelektromos pontja 11,0
pH felett van. Az immobilizalt proteineket kezdd oldattal oblitve a denaturalé oldatot
(példaul 8 mol/ karbamid-oldatot), valamint a farmakologiailag kedvezétlen
pufferanyagot (példaul trisz) hatékonyan eltavolitjuk. Ez az eljarasmoéd azt biztositja,
hogy a rekombinans protein oldhatdsaganak megtartasa mellett attériink olyan oldo-
szerre, amely a kovetkezd elkilonitd 1épéseket lehetové teszi. Az ezt kovetd elualas
novekvd NaCl-gradienssel (példaul 20 mM NaOH, 11 mM NaHCO;. 20 mM NaCl
— 20 mM NaOH, 11 mM NaHCO,, 0,5 M BaCl) torténik, hatasa a szennyezddések
(gazdasejt-proteinek) és hatdanyag-fragmensek elvélasztasa.

A kovetkezd kromatografias 1épés a hidrofob interakcios kromatografias elja-
ras (csak fragmenseknek). Az 1. lépésben kapott elualt oldatot tomény sooldattal,
példaul 5 M NaCl, 20 mM NaOH, 11 mM NaHCO; oldattal ugy allitjuk be, hogy a
célprotein kotddik. A rogzitett célprotein elualasa soban szegény vagy somentes ba-
zikus oldattal, példaul 20 mM natrium-hidroxid-oldattal torténik. A hidrofob interak-
ci6s kromatografias eljarasban alkalmazott hordozonak szintén pH 12,0-ig stabilnak
kell lennie (példaul Source PHE).

Harmadik lépésként gélszlirést végzunk, példaul Superdex 75-6s

sziirdanyaggal, bazikus korilmények kozott. Az oldatot ugy valasztjuk meg (példaul
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10 mM NaOH, 11 mM NaHCO; és 148 4 mM NaCl), hogy a benne*1evd bazts

legesitése a kivant végs6 készitményt eredményezze.

A gélsziirés eluatumat végiil az alkalmazott bazisnak megfelelé savval semle-
gesitjilk, ami egyrészt semleges pH-értékhez vezet, igy a protein oldhatova valik,
renaturalddik, masrészt a semlegesitéssel a kivant sotartalom jon létre. Ha a gélszlirés
utan kapott oldat koncentracidja példaul 10 mM NaOH, 11 mM NaHCO; és 148,4
mM NaCl, és 1/10 térfogatnyi 100 mM soOsavat adunk hozza, az eredmény fiziologia
NaCl-oldat (sokoncentracié szempontjabol). Az oldatot a pH-érték és az Na'-
koncentracio mérésével ellendrizziik.

A talalmany szerinti eljaras jellemzdi koziil tehat emlitésre méltod a vett min-
tak minimalis kezelése, kizarolag farmakoldgiailag kompatibilis anyagok alkalmaza-
sa, egyetlenegy eluens kiilonbozd elvalasztasi eljarasokban, a hosszadalmas és alta-
laban nem szamszertsithetd eljarasok, példaul dializis mell6zése. Emellett a haté-
kony baktériostatikumként ismert natrium-hidroxid-oldat megakadalyozza, hogy a
benne 1évd proteinek mikroorganizmusok altal degradalédnak vagy szennyezddnek.
A baktériumos expresszié soran esetleg problémas endotoxinok szintén eltavolitasra,
ill. degradalasra keriilnek. A fent leirt kromatografias lépések sorrendjét és szamat a
célprotein fizio-kémiai tulajdonsagaitdl fiiggden varidlhatjuk. Az oldatokra nyujt
attekintést a 2. tablazat.

Semlegesités/oldatba vitel a gélsziirés utan:

lassan 1/10. térfogat (eluatum = 1) 100 mM sosavat adagolunk. Ha 100 ml kiindulasi
oldatban: 010 mM NaOH, 148,4 mM NaCl és 11 mM NaHCO; van, a semlegesités
utani 110 ml-ben:

11 mM NaHCO; - 10/11 = 10 mM NaHCOs

10 mM NaOH/HCI (NaCl) - 10/11 = 9,1 mM NaCl

148,4 mM NaCl - 10/11 = 134,9 mM NaCl. A kész oldat s6osszetétele tehat
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154 mM Na', 144 mM CI’, 10 mM CO5 ™.

2. tablazat:

Bet v 1 valtozatok kromatografias elvalasztasaban alkalmazhaté oldatok

Modszer/protein

Mintafelvitel

A-oldat

B-oldat

anioncserés krom. | -

1. ffaéméns |

8M ‘karbaﬂqid; 20 rhM

trisz/HCI, pH 8,0

mM NaCl, 11 mM
NaHC03

120 mM NaOH, 500

mM NaCl, 11 mM
NaHCO;

2. fragmens lasd fent lasd fent lasd fent
Trimer lasd fent lasd fent 20 mM NaOQOH, 800
mM NaCl, 11 mM
NaHCO3
Hidroféb interak- | ]
cios krom. sy s
1. fragmens 1. 1épés eluatumat 20 mM NaOH, 2M |20 mM NaOH
2M NaCl-re beallitani | NaCl, 11 mM
NaHCO;
2. fragmens 1. 1épés eluatumat 20 mM NaOH, 3M |20 mM NaOH
3M NaCl-re beéllitani | NaCl, 11 mM
NaHCO;
Trimer - - - i
1. fragmens 2. lépés eluatuma 10 mM NaOH, -
148,4 mM NaCl, 11
mM NaHCO32
2. fragmens lasd fent lasd fent -
Trimer Q-oldat lasd fent -

Az 6sszes oldatot és frakcidt szobahdmérsékleten taroltuk. A gradiens térfogata min-

den esetben az oszloptérfogat tizszerese volt.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras tisztitott rekombinans proteinek eléallitasara oldhato, biologiailag

aktiv formaban, fiziologiai, kozvetleniil a gyogyaszati felhasznalasra alkalmas ko-

zegben, baktériumi expresszid utan az expresszios kozegben oldhatatlan
proteinaggregatumokbol.(, inclusion bodies”), azzal jellemezve, hogy

(1) az elvalasztott oldhatatlan proteinaggregatumokat szerves denaturalo rea-
gensben feloldjuk,

(11) az (i) szerint kapott oldatot legalabb egy kromatografias lépésben tisztitjuk
lényegében szervetlen, puffermentes, bazikus, sotartalmi eluens alkalmaza-
saval,

(ili)  az utolso tisztitd lépésben kapott, az oldott, renaturalt és biologiailag aktiv

proteint tartalmazé bazikus oldatot semlegesitjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy denaturalé reagens-
ként karbamidot vagy guanidinium-hidrokloridot alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a denatural6
reagens eltavolitisara az oldott rekombinans proteint kromatografias hordozohoz

kotjilk, majd a denaturalé oldatot lényegében szervetlen, puffermentes, bazikus,

lecseréljik.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kotott rekombinans
proteint a sdkoncentracié emelésével elualjuk és szennyez6désektél mentesitjik.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a sokoncentraciot
gradienssel emeljuk.

6. A 3-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

kromatografias hordozoként anioncserélé gyantat alkalmazunk.
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7. A 3-6. igénypontok barmelyike szerinti eljarés, azzal jetent:
legalabb egy tovabbi kromatografias tisztitolépést végzink.
8. A 7. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy tovabbi kromatogra-

fias 1épésként hidrofob interakcios kromatografias eljarast és/vagy gélsziirést veg-

ziink.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
kromatografias eluensként lényegében NaOH, NaHCO; ¢s NaCl oldatat alkalmaz-
zuk.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
tisztitas utan a semlegesitést 6,5 és 8,0 kozotti pH-tartomanyban végezzik.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a semlegesitéshez
sosavat alkalmazunk.

12. Az 1-10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy rekombinans
proteinként allergéneket, allergén-valtozatokat vagy allergének vagy allergén-

valtozatok fragmenseit alkalmazzuk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Bet v 1 allergén

rekombinans allergén-valtozatait alkalmazzuk.

A meghatalmazott:
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