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A taldlmény térgya eljards biotechnolégiai titon médo-
sitott €lesztOk 4ltal termelt, sejthez kotdtt hepatitis B
felilleti antigén (HBsAg) kinyerésére a sejtek nem-
ionos detergens jelenlétében végzett elroncsoldsa utén
kapott feliiliiszobol, valamint a HBsAg tisztitdsara. A

-

I3

A leirds terjedelme: 8 oldal

taldlmény értelmében a szennyezGdéseket polietilén-
glikollal kicsapjék, és a feliilisz6t vagy kétérékd kat-
ionnal, vagy — adott esetben ultrasz(irés utin — ammé-
nium-szulféttal kezelik, majd a HBsAg-t tisztitjdk, és
gyogyszerkészitmények hatéanyagaként alkalmazzak.
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A taldlmény targya eljards hepatitis B feliileti antigén
termeld tapkozegbGl torténd kinyerésére €és tisztitdsara.
Kozelebbrdl: a taldlmény hepatitis B virus feliileti anti-
gén javitott kinyerési és tisztitasi eljarasara vonatkozik.
A hepetitis B virus feliileti antigént rekombinans DNS
technikdval mdédositott sejtek tenyésztésével, koze-
lebbrdl: médositott élesztok tenyésztésével termeljiik.

Specidlis proteineket kdédolé nuklectid-szekvencit
magaban foglalé DNS-t tartalmazé plazmidok gazda-
szervezeteként kiilonboz6 mikroorganizmusok, ezek
kozil is baktériumok és élesztSk hasznalhaték. Ezek
koziil elnyosek az élesztdk. A 0 106828 sz. eurdpai
szabadalmi bejelentésben hepatitis B virus feliileti anti-
gén (HBsAg) termelésére szolgéld eljarast ismertetnek
Saccharomyces cerevisiae segitségével, mig a
0103409 sz. eurdpai szabadalmi bejelentésben alfa-1-
antitripszin éleszt6-plazmid segitségével torténd eldal-
litasat ismertetik.

Proteinek éleszt6kben torténd eldallitdsa valdban
elényosebb, mint a baktériumokban térténd eldallités.
Az egyik elény az, hogy az élesztdk nagyméretd fer-
mentorokban igen konnyen tenyészthetdk, mésik elGny
az, hogy az élesztok az emlGssejtekhez hasonléan ké-
pesek szénhidrét csoportot kapcsolni az tijonnan szin-
tetizlt proteinekhez.

A protein kinyerése €s tisztitdsa az élesztStenyészet-
b6l azonban jelentGs technikai problémat képez, mivel
az élesztsejt kémiailag igen Osszetett, és kiilondsen
azért, mert ha az élesztétermelést a polipeptidtermelés
fokozdsa érdekében noveljiik, nagyon sok lipid van
jelen.

A Saccharomyces sejtfala példdul harom rétegbdl
all: (a) egy belsd rétegbdl, amely ligban oldhatatlan
B-gliikanbdl épiil fel, (b) egy kozbiilss rétegbdl, amely
lagban oldhaté B-glitk4nbol épiil fel, és (c) egy kiilsé
réteghGl, amelyben a szénhidrat foszforilezett mannan-
bél all. A sejtfalon beliil helyezkedik el a citoplazma
membrén, amely semleges lipidek (mono-, di- és trigli-
ceridek), szabad és észterezett szterolok, komplex
szfingolipid, glicerofoszfatidok és semleges, valamint
savas glikolipidek nagyon Osszetett elegyébdl all; a
nukleusz, amely DNS-t, kiilonb6z6 RNS fajtdkat és
polifoszfétot tartalmaz; a vakuolumok, amelyek sokfé-
le nagy és kis molekulatdmeg{ komponenst tartalmaz-
nak, ezek szdmos hidrolizdl6é enzim tarolészerveként
szolgdlnak; a mitokondriumok, amelyek lipidben, fosz-
folipidben és ergoszterol komponensekben gazdagok,
és a citoplazma, amely egyebek kozott nagy mennyisé-
g ribosz6émat, polifoszfitokat, glikogént és szdmos
glikolitikus enzimet tartalmaz. Az éleszt§ sejtek leg-
tobbje (példdul a Saccharomyces fajok) bizonyos
mennyiség{i lipidet is tartalmaznak globuldk formé4ja-
ban. amelynek a mennyisége a tenyésztés soran novek-
szik.

Szamos tobblépéses eljards ismeretes proteinek kii-
16nboz6 forrasokbdl torténd extrakcidjéra és tisztitasa-
ra. Biotechnol6giai Gton atalakitott mikroorganizinu-

sok segitségével torténd proteintermelést ismertetnek

példaul Th. Staehelin és munkatéirsai [J. Biol.. Chem.
256, 9750-57 (1981)], K. Murray és munkatérsai [The

2

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

EMBO J. 3, 645-650 (1984)], R. A. Hitzeman és mun-
katarsai [Nucl. Ac. Res. 11, 2745-2763 (1983)].

Ha a termelt protein sejthez van kotve, ezek a kiilon-
b6z6 eljarasok altaldban harom lépéssorozatot foglal-
nak magukban.

Az els6 lépéssorozatban az elGéllitandd fehérjét elta-
volitjak a sejt belsejébdl. E célbdl a sejtet vagy kémiai,
illetve bioldgiai dton (példaul enzimatikus kezeléssel),
vagy fizikai Gton roncsoljak (példdul mechanikai tton,
pl. nyirderdvel, pl. keresztsajtéval vagy francia sajtd-
val), vagy liveggyonggyel — adott esetben detergens
jelenlétében — osszerdzzak (1. pl. K. Murray és munka-
tarsai, id. h. és R. A. Hitzeman €s munkatarsai, id. h.).

A masodik 1épéssorozatban a kozegben feldisitjék
az el6éllitandé proteint, pl. frakciondlt kicsapassal am-
moénium-szulfat segitségével polietilén-glikol jelenlé-
tében vagy anélkil.

Végiil az utolsd 1épéssorozatban a kozegbdl eltavo-
litjadk Iényegében véve az Osszes szennyez8anyagot,
példaul a kovetkezd eljarasi 1épések koziil egynek vagy
tobbnek a végrehajtasaval: ultraszirés, ioncsere, gél-
sz{ir6 kromatogréfia, izochor gradiens centrifugalés.

Ilyen esetekben nyilvénval6, hogy az olyan szennye-
zések, mint példéul fehérjék (R. A. Hitzemann és mun-
katérsai id. h.), nukleinsavak és lipidek, kiilondsen a
nagy mennyiségd lipid kdrosan befolyasoljék a harma-
dik lépéssorozat legalabb egyik 1épését (pl. ultrasz@irést
és az oszlopkromatografiat), tovabbé az, hogy a prote-
olitikus enzimeket gyorsan el kell tivolitani a kdzeg-
bol. Meg kell tovabb4 jegyezni, hogy amménium-szul-
fatos kicsapdst nem lehet elzetes lipidmentesités nél-
kiil végezni, mert ebben a kicsapésban a lipidek zavar-
nak.

Ezért elsGdleges fontossdgt, hogy olyan médszer
alljon rendelkezésre, amely szerint a szennyezanya-
gok lehetS legnagyobb része eltivolithaté a harmadik
lépéssorozat eldtt.

Az ismert modszerek koziil néhdny a proteinek sze-
lektiv kicsapdsara polietilén-glikolt javasol, a lipopro-
teinek plazmabdl t6rténd kicsapdsara pedig polianio-
nok hasznélatat javasoljak.

Proteinek frakcionalt kicsapasanak mddszerét nem-
ionos vizoldhaté polimer, kiilonosen polietilén-glikol
(PEG) segitségével Polson és munkatarsai vezették be
[Biochem. Biophys. Acta 82, 463-475 (1964)] és sz4-
mos szerzd targyalta. Ezek koziil W. Honig és munka-
tarsai emlitik [Analyt. Biochem. 72, 502-312 (1976)],
hogy a kicsapds specifikussiga, azaz az elGéllitott pro-
tein ardnya a teljes proteintartalomra vonatkoztatva
fokozhatd, ha kisebb 4tlag molekulatdmegd PEG frak-
ci6kat alkalmazunk, mint az 4ltaldban hasznilt PEG
6000. Mindazondltal a pH manipulaldsival egyes plaz-
ma-proteinek koncentratuma nyerhetd, a szerzGk hoz-
zateszik, hogy Osszetettebb protein-elegyek, pl. sejtho-
mogenizdtumok feltilisz6janak tisztitdsa azonban je-
lentOsen gyengébb eredménnyel végezhetd.

P. R. Foster és munkatarsai [Biochem. Biophys. Ac-
ta 317, 505-516. (1973)] ismertetnek -egy mdbdszert,
amely szérint Saccharomyces cerevisiae sejt-extrak-

{tumbol enzimeket PEG segitségévc} csapnak ki. Viru-
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sok és bakteriofdgok PEG segitségével torténd kon-
centraldsdra és tisztitdsdra médszereket ismertetnek B.
P. Vajda [Folia Microbiol. 23, 88-96 (1978)] és G. I.
Lancz [Arch. Virusforsch. 42, 303-306 (1973)). A he-
patitis antigén izol4lds terilletén Ph. Adamowicz és
munkatérsai ismertetnek mddszert a hepatitis B feliileti
antigén tisztitdsdra [Inserm Symposium No. 18, 3749,
oldal, Hepatitis B Vaccine, kiadé: Elsevier, Amster-
dam, Hollandia (1981)], amely szerint két egymdst
kovetd kezelést végeznek PEG 6000-rel. Ebben a méd-
szerben, amely a hepatitis B feliileti antigén (HBsAg)
plazmatdl valé megtisztitdsdra szolgil, az immun-
komplexeket és a lipoproteinek nagy részét els§ 1épés-
ben a szérumbél 5,5% PEG 6000-rel kicsapjak, majd a
mésodik 1épésben a HBsAg-t a feliilisz6b6l PEG 10%
végsS koncentricidig torténd adagoldsival elvalaszt-
jak.

A szabadalmi irodalombél még a kévetkez8 méd-
szerek ismeretesek:

— 3790552 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leirds olyan médszert ismertet, amely
szerint egy protein-frakciébdl hepatitis-antigént
tigy vélasztanak el, hogy 12-30 tom/térf%, 200~
6000 molekulatdmegii PEG-t hasznilnak az anti-
gén kicsapéséra;

—~ a 3 951 937 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalmi lefrds szerint hepatitis B antigént
(HBAg) tgy tisztitanak, hogy a HBAg-t kétszer
csapjék ki 4,0-4,5 t5m% legalabb 600 molekula-
tomegll PEG segitségével;

— a 3 994 870 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalmi leirds hepatitis B antigén (HBAg)
tisztitdsdra szolgilé eljirdst ismertet, amely sze-
rint a HBAg-t 4,0-4,5 t6m% PEG segitségével
kicsapjék, majd affinitds-kromatogréfinak vetik
al4, ahol kromatografids adszorbensként oldhatat-
lan konkavalin A-t alkalmaznak;

— a0112 506 szdmon kozrebocsétott eurdpai szaba-
dalmi bejelentésben eljérdst ismertetnek hepatitis
B fert6zést megel6z5 vakcina plazmébél torténd
elGillitdsdra, amely szerint amménium-szulfitos
kicsapdst, majd kolloid szilikiton torténd ad-
szorpcidt és ezutdn két egymdst kovetS kicsapist
végeznek 2000-10 000 molekulatdmegd PEG se-
gitségével, 3-7 tom/térf%-n4l kicsapjak a hepati-
tis B virust és az immun-komplexeket, majd 15~
20 tom/térf%-ndl a feliilisz6bol kicsapjak a
HBsAg-t.

Amint mér emlitettiik, a lipoproteinek kicsapéséra a
lipoprotein-polianionfém hatdst szintén ismertették
mér [pl. M. Burstein és munkatérsai, Adv. Lip. Res. 11,
67-108 (1973)] és A. Van Dalen és munkatirsai Bio-
chem. et Biophys. Acta 147, 421-427 (1967)]. A méd-
szert gy hajtjék végre, hogy a lipoproteineket kétérté-
kd fémiont és savas poliszacharidot tartalmazé rea-
genssel kezelik, ilyen koriilmények kozott a csapadék
mennyisége a kétértékd kationnak a kdzegben mérhets
koncentréci6jto! fiigg.

A taldlmény szerinti eljardsban alkalmazott kiindu-
lasi anyag (a tovébbiakban ,nyers extraktum"-ként is
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emlitjik) biotechnoldgiai titon 4talakitott olyan élesz-
t0sejtek feliildsz6ja, amelyek sejthez kétdtt proteint
termelnek, és amely sejteket nemionos feliiletaktiv
anyag jelenlétében ismert mddon elroncsoltunk.

A talalmény értelmében azutén frakcionalt kicsapést
végziink PEG segitségével (ezt a tovabbiakban els§
lépésként emlitjiik), majd vagy frakcionalt kicsapast
végziink kétértékd fém, példaul kalcium vagy magné-
zium sdja segitségével, vagy ammonium-szulfitos ke-
zelést hajtunk végre, amely eldtt az els6 1épés feliil-
tiszéjat ultrasziirésnek vetjiik ala.

A taldlmény szerinti eljirds azon a felismerésen
alapszik, hogy ha a nemionos detergens jelenlétében
elroncsolt biotechnoldgiai dton atalakitott élesztSsej-
tekbdl torténd HBsAg kinyeréséhez 6-12 tom/térf%
szilérd PEG-t (pl. PEG 6000) alkalmazunk, a HBsAg
nem csapddik ki. Ezenkivill az azutdni amménium-
szulfat-adagolds hatésdra kétfazist rendszer alakul ki,
amelyre az jellemz&, hogy a HBsAg a PEG-fazisban,
mig a szennyezOdések- a vizes fazisban vannak jelen.
Ez az eredmény azért meglepd, mert a technika 4lldsa
szerinti 4ltaldnos kitanitdsok szerint més nyers koze-
gekben ezzel a médszerrel eljarva a HBsAg kicsap6-
dik.

A fentieknek megfelelGen a taldlmany tirgya PEG
felhasznilédsa €lesztd sejtek tenyésztésével termelt pro-
teinek old6szereként, amikor a szennyezddések nagy
részét kicsapéssal tavolitjuk el a kozegbdl.

Molekulatémeg szerint a PEG vagy szilard vagy
folyékony forméban létezik, a két forma kozott a hatar
az 1500 molekulatomeg koriil van.

A taldlmény szerinti eljirds els§ lépésében (amely
tisztit4si 1épésnek is tekinthetd) kiilonbozd molekulato-
megii PEG-féleségek alkalmazhat6k, amikor a kon-
centréciét a megfelels molekulatomeg alapjén 4llitjuk
be.

Példaul ha szilird PEG-t (pl. PEG 6000) haszna-
lunk, a koncentricié elénydsen 6-12 tom/térf%, mig
ha folyékony PEG-t (pl. PEG 300 vagy 400) haszn4-
lunk, a koncentricié 10-35 térf/térf%, eldnydsen 20—
30 térf/térf%. Mindazonaltal technikai okokbél, tobbek
koz6tt a késdbbi ultrasziirés megkonnyitése miatt eld-
nyos folyékony PEG-t hasznalni.

A taldlminy tirgya tehit eljards HBsAg kinyerésére
és tisztitdsdra €lesztdsejtek feliilisz6jabol, amelyeket
nemionos detergens (elonydsen poliszorbét detergens)
jelenlétében elroncsolunk. A feliilisz6t a tovabbiakban
»hyers extraktum”-ként emlitjiik. A médszer abban 41,
hogy az els6 1épésben a 6 (+0,1) pH-jd nyers extrak-
tumhoz 6-12 t6m/térf% szilird PEG-t, vagy elénydsen
10-35 térf/térf% folyékony PEG-t adagolunk. A PEG
emlitett koncentricidhatdrait az elért tisztuldsi pont
alapjén hatdrozzuk meg, mivel PEG tov4bbi adagoldsa
karos hatdsq, nevezetesen novekszik a kdzeg viszkozi-
tésa, és a HBsAg nemkivant kicsapédssa kovetkezhet
be.

A taldlméiny szerinti eljardsban a PEG polimeriz4lt
szerves old6szernek tekinthetS, amely tobbek kozott
elGsegiti a lipoproteinek kicsapasét, amelyek izoelekt-
romos pontja a 6-os pH kozelében van, valamint a
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tobbi lipoproteinek oldésat, azaz azokét, amelyeknek
izoelektromos pontja jelentdsen eltér azokétdl, ame-
lyek erfsen hidrofébok.

Megfigyeltiik, hogy a PEG-gel végzett tisztitasi 1é-
pésben a szennyez$ proteineknek mintegy 75%-a, a
poliszacharidok 90%-a, a nukleinsavak 94%-a és a
lipidek 45%-a kicsapédik, mig lényegében véve a tel-
jes HBsAg-tartalom a feliiltszéba keriil.

Ahogyan mér emlitettiik, a taldlmény szerinti eljirds
olyan lépések kombinacidja, amelyek koziil az elsG egy
tisztitasi 1épés, amely az elallitandé protein részben
tisztitott és adott esetben kissé opélos oldatat eredmé-
nyezi.

A taldlmény szerinti eljards masodik lépésében a
kapott, részben tisztitott oldatot vagy kétértékd fémsé-
val, példaul kalcium- vagy magnézium-klorid vizes
oldatdval 30 mmoVl1 végsé koncentrcidig, vagy am-
moénium-szulfattal kezeljiik. Az ammdnium-szulfitos
kezelést végezhetjiik Ggy, hogy az opélos oldathoz ult-
raszfirés utdn szildrd ammonium-szulfatot adunk a teli-
tési érték 40-50%-aig, a klasszikus kisézasi mddszer
szerint, amikor az eldéllitand6 proteint igy csapjuk ki,
és foszfat-pufferrel vesszitk fel. Eljarhatunk azonban
tigy is, hogy a PEG-tartalmi feliilisz6hoz a telitettségi
érték 40-50%-4nak megfeleld mennyiségli amméni-
um-szulfdtot adunk, igy kétfazist rendszer képzddik,
ahol az elG4llitand6 protein a PEG-tartalmi fazisban
talalhaté.

A misodik 1épés emlitett varidci6i mind az el54l-
litand6 HBsAg tiszta oldatat eredményezik, amely 1é-
nyegében poliszacharidoktdl, nukleinsavaktdl, lipidek-
t61 és szennyezd proteinektd] mentes.

Az igy kapott oldatot azutan a fent emlitett, szokésos
harmadik 1épéssorozatban dolgozzuk fel, példaul adott
esetben ultrasziirésnek, gélszidsnek és oszlop-
kromatogréfidnak vetjiik ald. A talalmany szerinti elja-
ras egyik eldnyGs megvaldsitasi mddja szerint ez a
harmadik 1€péssorozat egymast kovets ultrasziirés, el-
s0 gélsziirés, oszlopkromatogrifia egy gyengén anio-
nos, dietil-amino-etil-csoportokat (DEAE) tartalmazé
ioncseréld gyantén és masodik gélszdrés vagy cézium-
klorid-gradienscentrifugélds, amelynek eredményekép-
pen nagy tisztasidgi HBsAg-t kapunk oldat formajaban,
amely gydgyaszati felhasznalasra alkalmas.

A misodik gélszlréssel kapott szfirlet poliakrilamid-
gélelektroforézissel (natrium-dodecilszulfat) végzett
vizsgélata azt mutatta, hogy a termék tisztasiga na-
gyobb, mint 98% a 23 K sdvra nézve, amely az éleszté
eredetli HBsAg-ra jellemzd.

A taldlmény szerinti médszer eldnye tehit, hogy
segitségével el lehet tdvolitani lényegében véve min-
den poliszacharidot, nukleinsavat, lipidet és proteinsze-
rli anyagot, misrészt az el4llitandé HBsAg viszonylag
nagy hozammal kiilonitheté el.

Ha a talalmény szerinti eljardssal biotechnolégiai
Gton mdodositott élesztdsejtekbdl nyert nyers HBsAg-
extraktumot kezeliink, a kapott HBsAg detergenshez
van kdtve, €s azzal mintegy 17-20 nm 4tmérdji ssze-
tett micelldkat képez. Ugy taldltuk, hogy a nemionos
detergens mennyisége a proteinekre, a poliszorbattal
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alkotott micelldkban levé lipidek és poliszorbat egyiit-
tesére vonatkoztatva 15-35 tom/térf%-nak adédik a
kolorimetrids vizsgélatokban a proteinekre (LOWRY),
teljes lipidre (ZOLLNER), és nemionos detergensre
(HUDDLESTON és ALLRED) vonatkozdan.

A taldlmény szerinti eljardssal, poliszorbdt mint
nemionos detergens hasznalatdval kapott ¢sszetett mi-
celldk Gj vegyiiletek. Ezek immunogének, és hepatitis
B virus vakcinakka4 alakithatdk, ismert médon.

A taladlmany szerinti eljarast a kovetkezd példdkkal
szemléltetjiik.

1. példa

Biotechnolégiai iton mddositott, HBsAg-t kifejezs,
literenként 30 g sejttdmeg szérazanyagtartalomig te-
nyésztett élesztdsejtekbdl nyert 3850 g pelletet szusz-
pendilunk 7,12 | Na,HPO,-ben (7,098 g/1).

A szuszpenziét 142,5 ml 4%-os (t6my/térf) EDTA
oldattal, 38,5 ml poliszorbat 20-szal és 385 ml, 2,7 g
fenil-metil-szulfonil-fluoridot tartalmazé izopropanol-
lal egészitjik ki. A pH-t 8,1+0,1-re éllitjuk be 10
tom/térf%-os vizes natrium-hidroxid oldattal. A szusz-
penzi6t jégen lehdtjiik, és liveggydngy homogenizitor-
ban két menetben Osszezizzuk. A homogenizitumot
(nyers extraktum) 30 percig 13 000 g-vel centrifugél-
Jjuk.

7,7 1 nyers extraktumhoz, amelyet 15 °C alatii hé-
mérsékleten tartunk, hozzdadunk 2,5 1 PEG 400-at. A
pH-t 5 méVl-es ecetsavval 640,1-re allitjuk be, és a
kozeget egy dra hosszat 4 °C-on tartjuk, majd 45 per-
cig 7400-11000 g-vel centrifugéljuk.

A feliiliszé pH-jat 1 n NaOH-val 7,0+0,05-re allit-
juk, és 300 ml 1 mél/l-es CaCl,-t adunk hozz4, azaz 30
mi-t feliildszé-literenként. A pH-t Gjra 740,05-re 4llit-
juk 1 n NaOH-val, és az elegyet egy éjszakén 4t 4 °C-
on tartjuk, majd 3600 g-vel centrifugaljuk 45 percig. A
feliiliszot egy, 100 000 daltonig dteresztd sziirGbetéttel
elldtott AMICON DC berendezésen (forgalomba hoz-
za: AMICON CORP,, DANVERS, MA, USA) ultra-
szlirjik, igy a kezdeti térfogat 1/4-ére koncentriljuk
(1500 ml). Az oldatot ezutdn folyamatosan mossuk
12,5 1 10 mmél/l-es trometamotlal, melynek pH-jat I n
sésavval 8+0,1-re allitottuk (ezt a puffert a tovabbiak-
ban ,trometamol pH 8"-ként fogjuk emliteni), és ki-
egészitjiik fenil-metil-szulfonil-fluoriddal (PMSF) 1
mmol/l-re, izopropanollal 2,5 wérf/térf%-ra és EDTA-
val 2 mméVl-re (végsé koncentraciok). A visszamaradt
részt tovabbkoncentraljuk 350 mi-re.

A koncentrdlt oldatot 7 1 FRACTOGELR TSK
HW65(F)-et tartalmazé, 10 mmol/1-es, 740,01 pH-jd, 5
térf/térf% etilén-glikollal kiegészitett trometamol/HCl
pufferrel kiegyenlitett osziopra (4tm. 10 cm, hossz 100
cm) vissziik fel. A FRACTOGELR TSK HW65(F) fél-
szilird gél, amely a mitrix felileten szdmos hidr-
oxilcsoportot tartalmazé hidrofil vinil-polimerb6l ll,
részecskemérete 32-63 pm, gyart6 és forgalmazé E.
Merck, Darmstadt. NSZK.

A HBsAg-t tartalmazé frakciét egy, 300 ml FRAC-
TOGELR TSK DEAE 650 (M)-et tartalmaz6, trometa-

~mol pH 8 pufferrel kiegyénlitett oszlopra (atm. 5 cm,
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hossz 30 cm) vissziik fel 4 °C-on. A FRACTOGELR
TSK DEAE 650 (M) enyhén bazikus anioncseréld
gyanta, amelyben a dietil-amino-etil-csoportok éterko-
téssel a FRACTOGELR TSK HW-65 mitrix hidr-
oxilcsoportjaihoz vannak kétve, gyart6 és forgalmazé
E. Merck, Darmstadt, NSZK. Az oszlopot 0,05 mél/1
NaCl-ot tartalmazé trometamol pH 8 pufferrel mossuk,
és a HBsAg-t 0,15 mél/1 NaCl-ot tartalmazé trometa-
mol pH 8 pufferrel elualjuk.

tartalmazé, 150 mmél/l NaCl-ot tartalmazé 10 mmoV/1-
es, 6,8 pH-jii Na,HPO,/NaH,PO, pufferrel kiegyenli-
tett oszlopra vissziik, amelyr6l HBsAg/poliszorbat
osszetett micellakat tartalmazé oldatot nyerink.

Az 1. tabldzat mutatja az egyes 16pésekkel elért tisz-
tasagi fokot. '

A 1I1. tdblazatban megadjuk az 6sszetett micellak
Osszetételét hdrom kiilonboz6 vakcina esetén, amelye-
ket a fenti médszerrel, poliszorbét 20 felhasznaldsival

Az elutumot egy FRACTOGELR TSK HW65(F)-et 10  kaptunk.

L tdbldzat

Lepés Tér(flo)gal Telfﬁi':[‘islAg éssze?gf)ehérje f)sszce;aﬂ?éisza- (")sszess:vu#lein- éssz(zags)lipid
(mg) ® (®
Nyers extraktum 7.7 1232 259 114 32500 104
PEG feliilasz6 8,02 1100 64 9,5 641 53,7
CaCl, feliiliisz6 8 1190 37 3.8 512 27,2
Maradék 0,350 1320 26,7 0,744 37,6 3,596
HBsAg csics TSK 1,06 736 0,935 0,014 16 0,352
TSK-DEAE eluitum 0,15 722 0,428 0,0084 2,6 0,275
HBsAg cstics TSK ' 0,45 1117 0,244 0,0094 2 0,179
RIA: Radio Immuno Assay =radioimmunvizsg4lat
II. tdbldzat
ok | Oslnd | e iy
®) ©) A/B/C
I 20 20 85 18
IL 20 16 8,4 19
L 20 14,5 15,6 31
2. példa pufferrel mossuk, és egy 300 ml TSK-DEAE 650 M

2,650 1, az 1. példéban elgallitott nyers extraktum-
hoz lassan hozzdadunk 882 ml PEG 400-at, és a pH-t
6,020,1-re 4llitjuk. A kozeget egy 6ra hosszat 4 °C-on
tartjuk, majd 7400 g-vel centrifugdljuk. A feliilisz6t
1000 ml-re toményitjik egy 100 000 daltonig 4teresztd
sziirGbetéttel elldtott AMICON DC késziiléken, majd
haromszoros térfogatti 20 mmél/l-es trometamol pH 8
pufferrel mossuk. A maradékhoz ezutén 4 °C-on, keve-
rés kozben lassan hozzdadunk 277 g amménium-szul-
fatot. Egy 6ra miilva a csapadékot 15 percig centrifu-
galjuk 1000 g-vel. A feliilisz6t leéntjiik, és a csapadé-
kot feloldjuk 400 ml 20 mmél/l-es trometamol pH 8
pufferban, amely 1 mm6V/1 PMSF-et tartalmaz. Az ol-
datot lesziirjitk egy 10° daltonig 4teresztd sziirGbetéttel
ellitott AMICON DC berendezésen. A visszamaradt
részt (500 ml) kétszeres térfogatdi trometamol pH 8
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gélt tartalmazo, trometamol pH 8 pufferrel kiegyenli-
tett oszlopra vissziik fel. A minta felvitele utin az
oszlopot 0,05 mél/1 NaCl tartalmd trometamol pH 8
pufferrel mossuk, és linedris NaCl-gradienst (0,05
mo6l/1-0,5 mél/1) alkalmazunk. A 0,15 m6V]1 NaCl-dal
eludlt frakci6 tartalmazza a HBsAg-t. Ezt a frakci6t 50
ml-re tdményitjik egy 10 000 daltonig 4teresztd szdird-
betéttel elldtott AMICON DC késziiléken, és Sepharo-
se 4B-Cl gélt (anar6z gél, gyart6 és forgalmaz6 Phar-
macia Fine Chemicals, Uppsala, Svédorsz4g) tartalma-
z6 oszlopra (tm. 50 cm, hossz 100 cm) vissziik fel,
amelyet 20 mmol/l-es, 5% etilén-glikollal kiegészitett
trometamol pH 8 pufferrel kiegyenlitettiink, igy
HBsAg/poliszorbét Gsszetett micellak oldatat kapjuk.
Az egyes 1épésekkel elért tisztasdgi fokot a III. t4bl4zat
tartalmazza.
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II1. tabldzat

L Té(r:; });m Tel;’{cIsAiilislAg 4 ssze(sgf)ch érie Osszcc;ﬂ[;?(liisza- Osszcss::klein—
(mg) @ (mg)
Nyers extraktum 2650 188 114,721 36,9 9250
PEG feliiliszé 2530 160 22,755 3,321 536
Visszamaradt rész 10° 1000 150 7,468 0,181 175
AMS-pellet 400 80.8 1,248 0,0248 160
Visszamaradt rész 10° 1000 724 0,529 0,029 88
TSK-DEAE eluétum 560 44 0,157 0,073 3
Sepharose 4B-CL HBsAg csiics 200 23 0,030 0,0003 0,05

RIA: Raido Immuno Assay

3. példa

2 liter nyers HBsAg extraktumot az 1. példaban leirt
médon tisztitunk PEG 400-zal. Keverés kozben hozzé-
adunk 450 g por alakd amménium-szulfatot (AMS), a
végsG koncentrici6é megfelel 45% AMS-telitettségnek.
Az AMS feloldésa utén az oldatot hirom 6ra hosszat
4 °C-on tartjuk, ezutdn két fizist kapunk, amelyeket
vélasztétolesérben elvélasztunk: tiszta (sdrga) fels6 fa-
zis (PEG 400 fazis) és tiszta als6 fazis (vizes fazis),
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mindkét fazis kb. az eredeti 50%-4nak felel meg. A
vizes fazist eldobjuk, és a felsé fazist AMICON DC
késziiléken ultraszlirjik az 1. példiban a CaCly-os
feliilisz6 kezelésénél leirt médon. A tisztitast azutén az
1. példaban leirt mddon folytatjuk, és HBsAg/poliszor-
bat dsszetett micelldk oldatat kapjuk.

Az egyes lépésekkel elért tisztasagi fokot a I'V. tdbla-
zat tartalmazza.

1V, tabldzat

Lo Té(‘g’l %a‘ T»c]{;:lsA }‘{islAg 5 sszc(sgf)chérj . @ssz;:;a;:(i)(lxisza- (")sszesS::klein-
(mg) (8 (mg)
Nyers extraktum 2000 99 55 22 5588
PEG feliiliszé 2000 92 13,2 5,68 243
PEG fézis 1000 98 2,8 1,536 98
Visszamaradt 1ész 50 98 1.5 0,14 6,66
HBsAg csiics TSK 123 52 0,288 0.0077 2,84
TSK-DEAE cluftum 25 54 0,0377 0,0011 0,44
HBsAg csiics TSK 60 35 0,0207 0,00154 0,39

RIA: Radio Immuno Assay

4. példa

2 liter nyers HBsAg extraktumot az 1. példaban
leirt médon tisztitunk PEG 400-zal. Keverés kozben
hozzdadunk 450 g por alaki ammoénium-szulfatot
(AMS), a végsd koncentracid megfelel 45% AMS-te-
litettségnek. Az AMS feloldédsa utén az oldatot hirom
6ra hosszat 4 °C-on tartjuk, ezutn két fazist kapunk,
melyeket vélasztétolesérben elvélasztunk: tiszta (sir-
ga) felsé fazist (PEG 400 fazis) és tiszta alsé fazist
(vizes fazis), mindkettd kb. az eredeti 50%-anak felel
meg. A vizes fézist eldobjuk, és a PEG-os fazisbdl
kivett 1 liter alikvotot kétszeresére higitjuk 10
mméVl-es trometamol pH 8 pufferrel, és felvissziik

egy oszlopra, amely 300 m! FRACTOGEL TSK-DE- .

AE 650(M) gélt tartalmaz, és amelyet 100 ml/6ra
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atfolyasi sebességgel trometamol pH 8 pufferrel
egyenlitettink ki. A gélt 0,05 mol/l NaCl-ot tartalma-
z6 trometamol pH 8 pufferrel mossuk, és a HBsAg-t
NaCl-gradienssel (0,05-0,5 mél/l NaCl trometamol
pH 8 pufferben) eludljuk. A HBsAg csiics 0,15 mél/l
NaCl koncentracionél eludlédik. Ezt a frakciét egy 10
000 daltonig atereszts sziirGbetéttel felszerelt AMI-
CON DC késziiléken koncentraljuk, és a visszama-
radt részt egy Sepharose 4B-Cl toltetet tartalmaz6, 5
térf/térf% etilén-glikollal kiegészitett trometamol pH
8 pufferrel kiegyenlitett oszlopra vissziik fel (dtm. 5
cm, hossz 100 cm), igy HBsAg/poliszorbét osszetett
micellak oldatét ‘kapjuk.

Az egyes Iépésekkel elért tisztasgi fokot az V. téb-
lazatban foglaljuk Ossze.
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V. tdbldzar

Lot | RS | G | O | G e
(mg) ® (mg)
Nyers extraktum 2100 200 60,600 19,000 4860
PEG fézis 1200 210 3,100 1,436 80
TSK-DEAE eluétum 460 134 0,750 0,0048 05
Sepharose 4B-CL HBsAg cstics 150 110 0,120 0,0014 0,3

RIA: Radio Immuno Assay

5. példa

500 ml nyers HBsAg extraktumhoz 4 °C-on, keve-
rés kozben lassan hozzdadjuk 50 g PEG 6000 160 ml
vizzel késziilt oldatit. A pH-t 5 mol/l-es ecetsavval
6,1-re llitjuk. Egy 6ra hosszat 4 °C-on 4llni hagyjuk,
majd 15 percig centrifugéljuk 7000 g-vel. A feliildszé-
hoz keverés kozben hozzdadunk 157 g poritott ammo-
nium-szulftot (végsd koncentracié a telitett ammoni-
um-szulfit 50%-a). Oldédas utin az oldatot 4 °C-on
tartjuk 3 6ra hosszat, igy két fazist kapunk, amelyeket
vélaszt6tolesérben elvélasztunk, A felsd fazist, (PEG
fazis, amely a HBsAg-t tartalmazza) kétszeresére higit-
juk trometamol pH 8 pufferrel, és 300 ml TSK-DEAE
650(M) gélt tartalmaz6, 100 ml/éra 4tfolyasi sebesség-
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gel trometamol pH 8 pufferrel kiegyenlitett oszlopra
vissziik. A gélt 0,05 mél/1 NaCl-ot tartalmazé trometa-
mol pH 8 pufferrel mossuk, és a HBsAg-t 0,15 méV/1
NaCl-ot tartalmazé trometamol pH 8 pufferrel eluél-
juk, 10 000 daltonig dtengedd sziirGbetéttel ellatott
AMICON DC késziiléken koncentraljuk, a visszama-
radt részt 2 literes, FRACTOGEL TSK-HW65(F) tolte-
tet tartalmaz6, 10 térf/térf% etilén-glikollal kiegészitett
trometamol pH & pufferrel kiegyenlitett oszlopra (4tm.
5 cm, hossz 100 cm) vissziik, -igy HBsAg/poliszorbat
Osszetett micelldk oldat4t kapjuk.

Az egyes 1épésekkel elért tisztasigi fokot a VI. tab-
lazatban foglaljuk dssze.

VL. tdbldzat

Lo T | I | Gumene | Omml | Oesaie
(mg) (8 (mg)
Nyers extraktum 500 123 22,600 6,400 1200
PEG feliiltsz6 490 100 4,153 0,509 24
PEG fazis 270 110 1,820 0,2096 53
TSK-DEAE eluétum 150 66 0,258 0,028 0,4
HBsAg cstics TSK 60 68 0,065 0,00048 0,084

RIA: Radio Immuno Assay

7. példa

Az 1. példa szerinti eljirdst végezziik, azzal a kii-
16nbséggel, hogy 300 ml 1 mél/l-es CaCl, helyett 300
ml 1 mél/l-es MnCl,-t hasznélunk. A kapott termék
jellemzdi megegyeznek az 1. példa termékeiével.

8. példa

Az 1. példa szerinti eljérdst végezziik, de a 38,5 ml po-
liszorbat 20 helyett 20 ml Triton X-100-at hasznilunk
(gyart6 Rohm and Haas, Darmstadt, NSZK). A kapott
termék jellemzdi megegyeznek az 1. példa termékeiével.

9. példa
Az 1. példa szerinti eljardst végezziik, azzal a kii-
16nbséggel, hogy poliszorbat 20 helyett poliszorbat 80-
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at hasznalunk ugyanolyan mennyiségben. A kapott ter-
mék jellemzSi megegyeznek az 1. példa termékeiével.

10. példa

Az 1. példa szerinti eljirdssal elGallitott HBsAg
Osszetett micella oldatbl NaCl, foszfat puffer
(Na,HPO,/NaH,PO,) és ALHYDROGELR (alumini-
um-hidroxid gél, gyért6 és forgalmaz6 SUPERPHOS
Export Co., Koppenhdga, Dénia) adagolésival olyan
készitményt allitunk eld, melynek Osszetétele a kovet-
kezd: proteintartalom 10 pg/ml, NaCl tartalom 0,9
tom/térf%, puffer 20 mmol/t és AI(OH); tartalom 0,15
tom/térf%, végsd pH 6,9.

A készitményt sterilezzik, és 2 ml-es ivegampulldk-
ba 1-1 ml-t toltiink. )
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11. példa

A 10. példa szerint eldallitott dézisegységnyi vakei-
nét intramuszkuléris Gton adagoltuk két sorozatban se-
ronegativ egyéneknek 2 egymast kovetd alkalommal,
egy hénapos intervallummal. Bar ez az injekcié alapo-
z6 adagnak tekinthetd, amelyet az elsd adagolast kove-
téen pl. 2 hénappal egy erdsité adagnak kellett volna
kovetnie, pozitiv antitest reakcié volt megfigyelhetd
mér egy és két honappal az elsé injekcié adagoldsa
utén. :

Az els§ sorozatban (amely 32 szeronegativ egyént
foglalt magéban) egy hénappal az elsS adagolés utdn a
szerokonverzids ardny 20/32 volt, azaz 62,5% 9,95
milliNE geometriai atlagtiterrel, és egy hodnappal a
maésodik adagolds utdn a szerokonverzids arany 31/32
volt, azaz 96,9% 36 milliNE geometriai atlagtiterrel.

A miésodik sorozatban (amely 46 szeronegativ
egyént foglalt magdban) egy honappal az elsd adagolés
utdn a szerokonverzibs ardny 31/46 volt, azaz 67,4%
13/6 milliNE geometriai atlagtiterrel.

A klinikai vizsgilatok nem mutattak héemelkedést
és a vakcindlas helyénél észrevehet§ helyi reakciot.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéras biotechnol6giai dton médositott élesztd
altal termelt, hepatitis B feliileti antigén (HBsAg) ki-
nyerésére a sejtek nemionos detergens jelenlétében vég-
zett elroncsoldsa uténi feliilisz6bol, valamint a HBsAg
tisztitdsdra, azzal jellemezve, hogy a feliilisz6 pH-jat
610,1 értékre allitjuk, 10-35 térf% folyékony vagy 6-
12 1om/térf% szilard polietilén-glikolt adunk hozz4, a
képzodott csapadékot eldobjuk, €s az igy tisztitott feliil-
tszéhoz vagy 40 mmél/1 végsd koncentricidig vala-
mely kétértékd fémsojat, vagy — kivéant esetben ultra-
sz{irés utdn — a telitési érték 40-50%-4ig ammonium-
szulfatot adunk, és a HBsAg-t elvalasztjuk, majd kivant
esetben tisztitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy folyékony polietilén-glikolt alkalmazunk 10 és 35
térf% kozotti koncentrdcidnak megfeleld mennyiség-
ben.

3. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
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hogy szilird polietilén-glikolt alkalmazunk 6 és 12
wom/térf% kozotti koncentracidnak megfeleld mennyi-
ségben.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljrés,
azzal jellemezve, hogy a feliiliszd kezelésére kétértékd
fémsdjat alkalmazzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy kétértékd fémsoként kalcium- vagy magnéziumsot
alkalmazunk.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a HBsAg tisztitisat gy végezzik, hogy a
HBsAg-t tartalmazé oldatot ultraszirjiik, a visszama-
radt részt gélsziirjilk, a HBsAg-t tartalmazd frakci6t
ioncseréld kromatografidnak vetjilk al4, adott esetben
mésodszor gélszlrjik vagy cézium-klorid gradiens-
centrifugalasnak vetjiik ala.

7. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a tisztitott feliilisz6t amménium-
szulfattal kezeljiik, és az elvélasztott HBsAg-t tisztitjuk.

8. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a tisztitott feliiliszdt ultraszfrjiik, a visszamaradt
részt szildrd ammonium-szulfattal kezeljik és az elvé-
lasztott HBsAg-t tisztitjuk.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljirés, azzal jelle-
mezve, hogy a HBsAg tisztitisat Ggy végezzik, hogy a
polietilén-glikol-fazist adott esetben még ultrasz(rjik,
gélsziirésnek, majd ioncseréld kromatografidnak vetjiik
ald.

10. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljarés, azzal
Jjellemezve, hogy a HBsAg tisztitisdt tgy végezziik,
hogy a polietilén-glikol-fazist adott esetben még ultra-
sziirjiik, ioncseréld kromatografidnak, majd gélszirés-
nek vetjitk ala.

11. Az 1-10. igénypontok bérmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy nemionos detergensként poli-
szorbétot alkalmazunk.

12. A 11. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy poliszorbétként poliszorbat 20-at alkalmazunk.

13. Eljaras gyogyszerkészitmény elGallitisara, azzal
Jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti eljarassal ki-
nyert és tisztitott hepatitis B feliileti antigént a gyGgy-
szerkészitésben szokdsos hordozd-, higité- és/vagy
egyéb segédanyagokkal osszekeverve gyGgyszerkészit-
ménnyé alakitjuk.

Kiadja az Orszagos Talalményi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: dr. Szyobo’daiGabriella osztilyvezetd
ARCANUM ‘Bt. - BUDAPEST '
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