HU000228688B1

19 HU (1) Lajstromszam: 228 688 13 BA1

MAGYARORSZAG
Szellemi Tulajdon Nemzeti Hivatala

SZABADALMI LEIRAS

(21) Abejelentés ligyszama: P 03 04091 (51)Int.Cl. C12P 19/04 (2006.01)
(22) A bejelentés napja: 2002. 03. 28.

(86) A nemzetkdzi (PCT) bejelentési szam:

(40) A kozzététel napja: 2004. 03. 29. PCT/US 02/09731
(45) A megadas meghirdetésének datuma a Szabadalmi (87) A nemzetkdzi kdzzétételi szam:

Koézlony és Védjegyértesitében: 2013. 05. 28. WO 02078637
(30) Elsébbségi adatok: (73) Jogosult(ak):

60/280,089 2001. 03. 30. us Corixa Corp., Seattle, Washington (US)

(72) Feltalalo(k):
Myers, Kent R., Hamilton, Montana (US) (74) Képviselé:
Snyder, D. Scott, Hamilton, Montana (US) ifj. Szentpéteri Adam, S.B.G. & K. Szabadalmi
Ugyvivéi Iroda, Budapest

(54) Eljaras 3-O-deaktivalt-4'-monofoszforil-lipid (3D-MLA) el6allitasara
(57) Kivonat

A taldimanyban kézzétett eljarés lipopoliszacharid dsszetétel (LPS) elééllitasara szolgal, mely a kdvetkezd Iépésekbdl all:
(a) a deep rough mutans bakterialis térzs taptalajpan térténd ndvesztése;

(b) a tenyészet stacioner fazisanak fenntartasa legalabb kérilbelll 5 6raig;

(c) a tenyészetbdl a sejtek dsszegyljtése; és

(d) a sejtekbél az LPS kivonatolasa.

Az eljarés lehetbvé teszi olyan LPS termelését, ami a 3-O-deacilezett monofoszforil lipid A (3D-MLA) termeléséhez
felhasznéalhatd, mely legalabb kérilbelil 20 mol% aranyban rokon hexaacil csoportot tartalmaz. A talalmany egy masik
megvalésitasi formajaban a lipopoliszacharid (LPS) mutéans (deep rough) bakterialis torzs sejtjeinek tenyészetébél
lipopoliszacharidot (LPS) kivond eljarast tettek k6zzé, mely a kdvetkezé 1épésekbdl &ll: (a) a sejtek kivonatolasa olyan
oldattal, mely Iényegében legalabb 75 tdmeg% alifas, 1-4 szénatomos alkoholt, és megfelelé mennyiségii vizet tartalmaz,
ezzel a csékkent foszfolipid tartalmu sejtek kialakitasa biztositott; (b) a csdkkentett foszfolipid tartalmd sejtek kivonatolasa
olyan oldattal mely kloroformot és metanolt (CM) tartalmaz. Ez az eljaras a CM elegyében LPS oldatot biztosit redukalt
foszfolipid tartalommal, és ezt viszonylag egyszeriien és kbltségkiméléen teszi.
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Eljaras 3-O-deaktivall-4'-monofossfori-lptd 3D-MLA}

eidallitasdra

A jelen taldlmany alialdnossdgban a 3-O-deaktivalt-4-mo-
nofoszioril-lipid {S3D-MLA} bioszintetikus eldallitasaval foglalkozik,
Részletesebben, olvan eljdrasra vomatkosik, mely a kivant rokon
JD-MLA-k kitermelését javitia vagy a 3D-MLA lipopolissacharid
(LIP3} eldanyagok tisziitasi kdltségét minimalizalja.

Reégota felismerték, hogy as enternbakteridlis lposzachari-
dok {(LP3) az immunrendszer stimuldtorat, Szdmos valaszban az
LPS szubmikrogrammos mennyisége slényds, vagy hatréanyos le-
het, mig néhdny esetben haldlt okozhat, ami az LPS klinikai
haszpalatat per se kizarta. Megfigyelték, hogy az LPS endotoxd-
kus aktivitasaént leginkdbb a Hpid A felelds.

Eunek meglelelden sok erofeszitest fetiek a toxikus LPS
vagy a lipid A toxikus hatdsainak mérséklésére, immunstimulals
elonyelk meghagyvasaval., Meg kell emliteni Edgar Ribi és
munkatarsainak erdfeszitéselt, amik a lpid A szarmasékok
termelésében a 3-O-deacilezett-4'-monofoszforil lpid A (3D-MLA)
elfallitasaras vonatkoznak: a 3D-MLA-t tartalmazd Ssszetételek a
kereskedelemben  rendelkezésre  &llnak  {markaneve: MPLS,
Corixa Corporation {Seattle, WA}, A& 3D:-MLA8D kimutattak,
hogy  1ényegében hasonld  immunstimulaldé tulsjdonsagokioal

rendelkesik mint a lpid A, de alacsonyabb az endocitotoxikus
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alctivitdsa [Myers és misal 4,912,094 szamG Amerikal Egyesiilt
Allamok-beli szabadalmi bejelentés]. Myers és munkatdrsai a 3D-
MLA eldallitast eljarasard] is beszamoliak, amit a kdvetkesdkben
ismertettink. Eldsedr az LPS-t vagy a lipid A~ gram-negativ bak-
tériumok {példanl Salmonelln minnesota RE95) mutans raséhdl
{deep rough} kfzepes erdsségh dsvanyl savas oldatokban {példaul
0,1 N HCY refluxaliak hoszdvetdleg 30 percig. Ex a redukald ghh-
kozamin végl elsd helyzetének defoszfordezéséhez és a hipid A
nem redukals gitkdzamin & helyzetében szénhidratmentesités-
hew vezetett, Masodsaony, a defoszforilezett €z szénhidrat mente-
sitett Hpid A-t moncfossfori] lipid A vagy MLA} lGgos hidrolizisnelk
retettéle ald, pdlddul  seerves  olddszerben, mint  példaud
Koroformimetanol {CM} 2:1 térfogataranyt eclegyében 16rténd
feloldassal, az oldatot vizes oldattal 0.5 M NaxCly, pH = 14,5}
végzpett wiitésével, és az olddszer gyors beparidsaval. Bz a lipid A
3. helyzetérdl a B-hidroximirisziinsay csoport szelakiiv eltdvo-
Htasdhoz vezet, eredményll 3-O-deacilerett-4-monofoszioril lipid
A-t {3D-MLA} nyertek,

A fenti eljdrassal eldallitott 3D-MLA mindsdge a gram-nega-
tiv baktérivmokbdl nyert LPS tisziasdgatdl és dsszetételétd! nagy-
mértékben Mipgg Példaul az LPS lipid A komponense rokon anya-
gok keveréke, mely kiriilbeldl 5-7 zsirsavesoporiot tartalmaz. A
30-MLA kinlakulasakor, ahogy az a feotl megvitatasbhdl vildgosan
kiwetkesik, az egyik zsirsavat eltdvolifjuk, mely gy olvan 3D-
MLA-t eredményez, mely kdridbelil 4-6 zsirsavat tartalmaz. Alta-

laban Ggy targjalk, hogy a 3D-MLA legalabb & ssirsavesoporttal



elényds a fokozott immunstinnlalsé hatasek, a csdkkent toxivitas
és mas kivant tulajdonsdgok kombinalt fenntartasa érdekében
{Qureshi &g Takayama: "The Bacteria," Xi, szerkeszték: Iglewski
és Clark, Academic Press, 319-338{1880}L

Egy masik példa a gram-negativ baktériumokbdl szarmazd
LPS ipari méreth kivonasahoz tipikusan a Chen-féle eljarast fog-

lalia magdban [Chen és mitsatr Infect. Dis., 128 543 {1973}

3

nevezetesen g CM-mel végzett kivonatolast, mely LPS-ben és
fosziolipidben gazdag CM fbzishoz veszet, melybdl az utébbi
tisztithats, Viszont az LPS tisztitdsa az LPS- és foszfolipid gasdag
CM fasisbdl tipikusan 0bb  kicsapési lépést igényel az
mmunstimudacids  alkalmazasokhoz, mint  példaal  vakeina
adjuvans, kielégitd mindségtt LPS nyeréséhes,

Ezért kivanatos olvan eljaras, mellyel nagytisstasdgn LPS
Hezzetételeket kényelmesen eldallithatunk. Tovabba kivanatos le-
het as az eljaras is, mely olyan LPS fsszotéleleket hoz létre, me-
ivekben a 3D-MLA megndvekedett mennyiséghen rokon hexaacd

vegylileteket tartalmaz.

A kdnnyen tisetithatd LPS eldallitdsahos a gram-negativ

baktériumok tenyésziéséhez alkalmazott fermentacids technilia-
kat hasznaltuk. Ezek ag ismert technikak tiptkusan a bakteridlis
tenyészetek korai stacioner {aziséban torténd Ssssepyiijiéseét fog-
ialjgk magukban, amelyeket a standard bakterioldgial gyakoriat-
nak megfeleléen végernck. Bar megligveltiik, hogy az ismert ké-
ridmdnyek kdzitt termelt LPS-ek anlezettsém {oka valtord. PéEl-

daul az Salmonella mirmesota RE95-DE! ssdrmazd lpid A-ban a
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heptaacll tartalom 20 ¢&s 80 %% kfzdit valtozhat, as adott
kitermeléstd] fGggben [Rietschel s misair Rev, Infect. Dis, @
5527 {(1987H. A kiildnbdzd ddben eldallitott LPS késsitmeényeknél
a rokon heptascil tartalom variabilitdsa jelentds eltéréssket
eredményezhet 2 3D-MLA heptaacil tartalomban.

A jelen talalmany egyik megvalositasi formajdban ipopoli-
szacharid {LPS] eldallitdsdnak sljarasaval foglatkosik, mely a k-
vetkesd lepésekbal all:

{a} & mutans {deep rough} bhakteridlis drzs  tenyéssiése
taplalajban;

b} 2 tenyésset stacioner fazisdnak fenntartdésa  legalabb
kivriiibeltl 2 oradg;

o} a tenyészetekbdl a sejtek dxszegyijtése; &s

{d} a sejtekbdl az LPS kwvonésa.

Arx eljaras lehetdvd toszt, hogy viszonylag nagy ardnyhan {ls-
calabb kériilbeltl 20 mol¥} 3D-MLA-t tartalmazd LPS termelését
biztoaitsuk, melyben hat ssirsavesoport taldthatd.

A jelen talalmany egy masik megvaldsitast frmddban & H-
popoliszacharid {(LPS) mutans {deep rough) bakteridlis téres sejt-
jeinek tenyeszetehdl lipopoliszacharidot {(LPS) kivond eljdrdssal
foglalkozik, mely a kévetkezd 18pésekbdl all:

{a} a sejiek kivopatoldsa olvan oldattal, mely lényegében
legalabb 75 tOmeg alifds, -4 szénatomos alkoholt, és
megleleld mennyiségll vizet tartalmaz, ezzel osdkkent

fogsiolipid tartalm sejtek kialakitasat éridtk o
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{b} a csdkkenteti foszfolipid tartalm sejtek kivonatolasa olyan

oldatial mely kloroformot és metanolt {CM} tartalmasz, gy

az LPS-1 CM oldatban kapjuk meg.

Ez az eljaras a OM-ben olyan LPS oldatot biztosit, melynek
foszfolipid tartalma osdkkentett, é&s ex ezért a 3D-MLA tovabbi
modositasdhor és tisztitdsdhoz igen 6l meglelel. Az eljaras
viszonyiag egyszer(i és kéltségkimdls lépéscket tartalmaz.

A csatolt Abra a jelen taldlmany részét képezi, &s a jelen
talalmany bizonyos tovabhi jellemziit mutaga be. A jelen taldl
many résgletesebben megdrthetd sgy vagy t5bb vonatkosd dbrara
vald hivatkozassal, melyek a jelen taldlmény specifikus megvald-
sitasi formait részletezik.

Az 1. dbra a kitlGnbdzd hiémérsékleteken végzeit etanolos
kivonatoldsoklkal nyert etanolos kivonatok és LPS mintak VRK le-
mezeit mutatjia be. A bal oldall lemez balrdl jobbra a kivet-
kezSket mutatjar 22, 37 és 50 «C-on kapoit stanoclos kivenatok,
Ennek jobb oldalan a legszélsd lemez az eredeti LFS minla. A
jobb oldall lemez az cgyves LPS késsitményeket mutatja be. A 3
4. &5 5. oxzlop megfelel a 22, 37, illetéleg 50 »C-on eld-kivonatolt
sejtekhdl nyert LPS-cknek. A vastag osikol, Rit~-0,6 értéknél,
megielelnek a fossfolipidnek 85 a zafrsav szennyezéseknek.
ilyen szennyezési szintek az etanclos kivonatolés magasabb
himérsékieten  Orténd  wigeéadvel  cosbkkenthetdk, €8 igen

alacsony ssintet échetl ¢ abban a mntaban, melyvet 50 «l-om eld-

Kivonatoltak,
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A jelen taldlmény egyik megvaldsitasi formdia a lipopoli-
szacharid {(LPS} termelés eljdrasara vonatkozik, mely a kdvetkezd
lepésekbal Al

{@& 2 mutdns {deep rough} bakteridlis tdres tenvésziése tapta-
lajban;

(b} a tenydszet siacioner fasisinak fenntartdsa legaldabb
koriilbelid] 2 éraig;

o a tenyészetekbdl a sejtek Ssssegyiijtése; és

{} a seitekbd] az LPS kivonasa.

A lipopoliszacharidek a & lpid-alketdk a grame-negativ
baktériumok kilsé membranjdnak kilsé réfegében. & gram-
negativ baktérinmok lpopoliszacharid frakeidia tobbek kdzdit
ipid A-t tartalmaz. Ahogy azt it leirtuk a lipid A széphidrat-
mentesithetd €s részlegesen defoszforilezhetd, aminek ered-
ményelként monofosziorilezett Hpid A {MLA} keldetkezik, 85 az MLA
a 3. helyzetében seelektiven deactlezhetd, melynel eredménye-
ként 3-O-deacilezett-4-monofoszioni! Lpid A (3D-MLA} i8n 1&tre.

Bar a gram-negativ baktériumeoek altal termelt lpid A tipiku-
san olyan formakatl tartalmaz, melyek asonos altalénos lpid A
struktirdval rendelloeznek, de ezek eltérnek sgymastdl a felépitd

zsirsavesopoertok szamaban. A Hpid A csoportok tagiait asonos

noknak” nevezziik. A rokon  lipid  A-kat, melysk 4.7
zafrsavesoportsd tartalmaeznak, 2 gram-negatlv  baktériumak
standard  ipari mdrett tenydsztdsdvel Alitiak eld, példawd

Salmonella minnesota R5Y5-tel. Bredményként g termsht 3D-
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MLA, példaul az Salmonella minnesota R595-b81 olyan rokon Hpid
Osszetételt tartalmaz, mely tpikusan 36 zsirsavesoporttal
rendelkezik {mivel & 3D-MLA egy zsirsavesoportot elvesztett).

A GI+-MLA-ben megmutatkosd heterogenitas {a lpid A-n és
az MLA-n keresatiil} a rokon dsszetételben két forrasbél szarmaz-
hatr {1} a bloszintésis variabilitasa a lipid A kialakulésaban, és {2)
a lpid A vazabdl a zairsavosoportok vesztése a 3D-MLA kialaku-
lasa sorén. Bar egyetlen elmélether sem ragaszkodunk, mégis
ugy gondoljuk, hogy a biossiniésisben megmutatkoss variabilitas
it oka az aciltranszierdzok nem abszohit szubszirat-specifitdsa a
Hpid A bioszintésls végsé lépésében, hogy csak egyiaita
lehetGséget emlitstink. A lipid A vazbdl a zsirsavesoportok
vesziése savas €s lgos hidrolizis sordn iz bekdvetkezhet, amit
tiptkusan a 3D-MLA termelése soran felthasznalunk.

Meglepetéstinkre, azt talaltuk, hogy a rokon 3D-MLA Sssze-
tétel a muténs {deep rough) bakterialis t8rzs, mely a lpid A-t ter-
meli, tenyésziési kériilményeinek valtostatdsaval befolvasolhatd.
Részletesebbon azt taldltuk, hogy a muténs {desp rough)} bakte-
rialis  torzs  tenyészetének fenntartdsa  stacioner fazisban,
legalabb 5 Ordig a begy(jtés eldtt, a rokon lpid A-k aranvanak
valtozdsdt eredményesik, tipikusan példaul a ID-MLA lsgalabb
kértibeldl 20 mol¥-a a lpid A-bdl, mely & zsirsavat fartalmaz,
kéadbb keletkestk, Elénydsen a 3D-MLA legalabb kartilbeldl 50
mol¥-a & zsirsaval tartalmaz. A stacioner fzis koriiibeld 5,5
oras fenntartasakor azi taldituk, hogy ez kGldndsen hatdsos. A

fentiek a szakirodalomban leirt tipilkus elidrastol lénveges elig-



rést jelentensk, amelyben a sejtek dsszegyiijtése kosvetlendl a
stacioner fazigba Iépéskor tOrténik; az ismert sharéasckban a
rokon LPS tartalom igen valtozd és ezért a 3D-MLA-ban valtozé
mennyiségti rokon hexaact talalthatd.

A "mutdns {desp rough) bakterialis t6rzs” alatt it egy olyvan
gram-negatiy hakitérivmot érttink, melynek fenotipusa mély dur-
va. A "deep rough” fenotipus aszt jelent, hogy a lpid A-hos kap-
csoliddd poliszacharid kortidbelll 2-3 2-keto-3-deroxi-D-manno-
cktulongavat (KDO} tartalmasz. Eldoyésen a deep rough mutéans
bakterialis thrzeet g Salmonelle nemzetségbdl valasztjuk ki, Bié-
nybsebben a deep rough mutdns bakteridlis trzs a Salmonelin
nemzetséy Salmonelln mmnescofa faja, &s még cldnydschben a
Salmonello minnesota R585 tdrzs, A tovabbi deep rough muténs
bakteridlis tdrzsek, anélkll, hogy erre korldtommank magunkat, a
kdvetkezdik lehetneks Profeus mirabilis tdrzsek.

Barmely megleleld technika alkalmazhatd a deep rough
mutans bakteridlis (0res tenydsstésthez. Tiptkusan gz legalabb
egy kercskedelemi méretd bioreaktor haszndlatatl foglalja

magédban. Az egyik megvaldsitdsi formadban a technika emy

viszonviag kiz {példaul 15 liter} bioresktorba a deep mag}i

mutdns bakteridlis tdres sejtjeinek beoltasat dleli fel, valamint a
deep rough mutdans bakteridlis tdrzs  tenyésstését stavioner
fazisig, majd evek utdn a 15 Hteres bloreakior tdplevesdt nagvobb
{példaul 750 Hteres} bioreaktorba juttatjiuk

A ndvesstés barmely lsmert vagy feledezett iaptalajban

végrehajthatd, mely biztoxitia a deep rough mutdns bakiertalis
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18rzs elssaporitasadl. Az egyik eldnyvben részesitelt megvalositast
forméaban a taptalal M9, mely szervetlen sok keverdke, melvet
dextrozzal és kazaminosavakkal egészitink ki, &z ME taptalay
Genzetétele a szakirodalomban jartas szakembersk ssamara 8l
ismert.

Ezek utan a deep rough mutdns baliterialis tdreset legalabb
5 draig stacionsr fAsisban tartjuk, majd a sejtekel a tenyészetbdl
Geszegyuititik, &s az LPS-t a sejtekbdl kinveriik. A sejtek tenyé-
szethdl tdriénd dsszegyigtisdre, £s ax LPS gejtekbdl vald kinyeré-
sére ismert technikak alkalmazhatdk, bir az eldnyben résgesitett
technikat a LPS kinyerésére az aldbblakban leirjul

A begyijtés barmely ismert technikaval vigrehajthats., Az
egyik eldnyvben részesitetl megvaldsitasi formdban miutan a
seiteket legaldbb § drdig siacioner fazisban lartottuk, =a
bloreaktor tartalmdat tangencidlis sstird késziilékbe pumpaljuk, a
seitek &8 a taptalal elkGidnitésére.

Az LPS-t esek utan a seitekbdl barmely megleleld technika-
val kivonatoljuk. As ismert technikak kdzé tartosik a Galanos-féle
ehiaras, medyndl ax LPS kivondsa fenol, kloroform &s petroléter
{(PCP} keverckkel torténik, majd a kloroformet és a petrolétert
elparnlogtatjdk, aceton és viz hozzdadasaval ag LPS-t kicsapidk,
&g sz LPS-U centrifugalassal vagy seiiréssel kinyerike {Galanos és
mtsat: Bur. J. Biochem, 9, 245 {1968}, &5 megemlithetilik a
Chen-moadszert [Chen &z mitsal Infect. Dis., 138, 543 {1973}
mely a kloroform és metanol eleggyel végsi ax LPS kivondsat,

majd t0bb &pésben metanclos kicsapast alkalmaz,
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A javiiott Chen-féle eljarast az alabbiakban ismertetpilk, és
ezt eldnyben részesitiik az LPS &g ipari alkalmazdst sedrmazé-
kainak gyartdsaban.

A kivonatolast technikatd] Rigeetlent] sredményként alap-
iban tseia szdritott LPS-t ayertink, mely egymést kévetd savas
£s Nigos hidroliziseknek vethetd alg, a 3D-MLA kialakitéasa érde-

kében, aho

H

¢y azt a sgakivodalomban leirtdk [Ribir 4,436,737 sz2&
mi Amerikai Egvestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; és
Myers s mitsal 4,912,094 szami Amerikal Egvestit Allamok-
bell szabadalmi bejelentds, amelveket ittt teljes egészében
hivatkozasként épitettiink bel A 3D-MLA képzés eldényben
részesitett megvaldsitdsi forméajaval kaposolatban a fenti hivat-
kozasokat Osszegezve elmondhatd, hogy az LPS-1 szerves vagy
szervetlen savval reagaltatiak, majd az MLA termeléshez hofli-
lexik. A szervetlen savak slbnydsen a kévetkezdk: sdsav, kéasav
vagy foszforsav. A szerves sav eldnylsen tolnol-szulfonsav vagy
trikldrecetzav. A reakeid kirtidbeltl 80-130 «C-on végezhetd a
telies hidrolizis eléréséig, ehhez altaldban kéridbeldl 15-60
percre van szitkség, Az MLA olddszervel kezelhetd, mely eld-
nydsen aceton, ezzel a ssirsavakal &s mas szennyertket felold-
juk, &3 a szennyvezd zairsavakban gazdag olddszert eltavolitiuk.
Ezel utén az MLA 3. helyzetérdl a S-hidroximirisztinsav el-
tavolitésara az MLA-t snvhe Mgos kezeléanck vetiQik ald {gvenge
Wgos kériilmeények kdzdtt csak a 3. helyzetd §-hidroximirisstin-
sav labilisl. A gvenge Migos heezelést vizes vagy szerves kizeghen

végezeilk, A megleleld olddszerelr kdzé 1O0bbek kdzdit a
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kovethezdl tartosnak: metanel vagy mas atkcholok, dimetil-
szulfoxdd (MBS0}, dimetiformamid {DMF), kKloroform, dikiérme-
tan, vagy ezxchk keverékei. A viz &s a vizzel elegyedd olddszerck
kombinaciol szintén alkabnazhaték,

A hidrolizis végrehajtdsahoe hasznalt Kgokat a kdvetkezdk
kiztl valasztiuk ki hidroxidok, karbonatok, fossfatok vagy ami-
nok. Példakdnt tbbek kdzdtt a kivetkezd Nagokat emlitiiks nat-
rium-hidroxid,  kébum-hidroxid,  anatrium-karbonat,  kéabum-
bikarbonat, ndtrium-bikarbonat, és kalum bikarbonat. A
bemutatd  jellegy  sserves bhdzisok kézé  tohbek kdedtt a
kivetkezdl tartosnak: allkilaminok {mint példaul tdbbek kéedtt
dictilamin és trietilamin.

A vizes kizegben a pH tipihusan kérélbelil 10-14 kdzdt ta-
iathatd, eldnyisen kSrilbelt! 10 ég kfr(ibeltd 12 kSedtt. A hidro-~
flzist tpikusan  kirtlbelll 20 &s kiribeldl 80 o€ kdzdit
vegezziik, eldnydsen kdrGibeldl 50 &s kirtibelil &0 O kizdtt,
driiibeldl 10 perctd] kOrtiibeltil 48 oraig terjedd iddtartamig,

Az alkalikus hidrolisis egyik eldényben részesitett technikdja
az MLA 2:1 térfogataranyy CM-ben torténd kezelése, az oldat teli-
tése vises 0,5 M Na: U0z pufferrel pH = 10,5 értéken, czek wtan
az olddszer elparologtatasa vakuumban 45-530  «Q-on
{hozzavetdleg 100 Hgmml

A jelen ialdlmany egyik megvaldsitasi formajdban a deep
rough mutéansg bakteridlis tdres zeitieibd! a Upoplisracharid {LPS)

kivonatolasaval foglalkozik, mely a kbvetkesd lépésekbd! all:



{al a sejtek kivonatolasa olyan olddsserrel, mely legaldbb
kiwidbeldl 75 % 1-4 szénatomos alifdr alkoholt és kiegé-
szitésként wvizet tartalmaz, gy olvan seitek nyerése,
melyben a fosziolipid tartalom csdkikentety;

bt a redukalt fossfolipid fartalmy  sejtek  kivomatoddsa
kloroformet s metanolt magaban foglald olddsserrel, cezel
az LPS biztositdasa a kloroform metanol oldatban.

A deep rough mutians bakteridlis torzs sejtjeit, asok tenys-
szeteit és tenvésztési modszeriiket a fentickben leirtuk. Elényd-
sen, a deep rough mutdns bakteridlis tdrzset a Salmonella vagy
az Escherichic nemzetségbdl valasstjuk ki. Legeldnydsebb, ha a
desp rough mutdans bakiertalis t6res a Salmonelln nemzetségbe
tartozik, ilyen példaul a Salmonella minnescia, még elonydsebben
a Samonelle punnesoto R85 el térzse. Ha a desp rough
mutans bakteridlis tdrzs az Eschernchia nemsetség tagia, akkor
fegeidnybsebb az Escherichia coli, és legelbnyvdsebb az Escherichia
colt D3 1m4 thrzs.

Az elad kivonatodds] 16pés bdrmely réovidlaned alifas alkohol-
lal elvégeshetd. Az alifas alkoholok linedrisak, eldgazdak vagy cik-
likusak lehetnek. Eldnydsen ag alifag alkobol 2-4 ssénatomos és
vizzel elegyvithetd. Eldnydsebben az alifas atkohol etanol

Az alifas alkohol nldats barmely szazalékban, gy 75 %-ban
vagy nagyobb mértékben alifas alkoholt tartalmashat, Eldnydsen
az oldat kérGibelil 8595 tdmegW%-ban alifds alkoholt tartalmasz.

Az oldal 10bld része viz, Mas vegytiletek nyomokban fordulthatnak
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eld, az alilas slkoholok tékéletlen tisztitdasa vagy mas szeanyezdje
&s az oldat viz komponensének szennyezdi miatt.

Az elsd kKivonatolasi Iépés barmely hémérsékieten végre-
hajthatd, mely a tenyvésziett sejtekbdl a foszfolipid hatékony
kivondsat bistositia. Elfnydésen a himérsékletr kdrilbelll 3565
o>, Elénydsebben a hémérséklet 45-55 o,

Az slsd kivonatolas) I€pés tovabdt paraméterei, mint péidaul
az alifas alkoholok adagoldsi sebessége, az oldal €s a sejtek inku-
balasanak ideje, és a keverds vagy anpak hidgava, t6bbek kiizdit a
szakirodalomban jartas szakemberek szdmara meghatarozhatd.

Az elsé kivonatolast lépés eredményve: {§} fosziolipidben
gazdag alifas alkoholos oldat, és i olyan sejtek, melyekben a

~

foszfolipid tartalom csdékkentett, A sejfmembranck LPS kompo-
nensel a sejtek csdkkeantett nssfolipid tartalmatdl Iénvegében
teljesen elvalnak.

A masodik kivonatoddst €pés a soitek kloroform-metanol ol
dattal {CM)] t6riénd kivonatolasdat tartalmazza.

A masodik kivonatoldsi lépésben a sejimembranokbdl az
LPS kivonasahoz {mint példaul a Chen-f8le eljadrasban} a kloro-
form &s a metanol barmilyen aranya alkalmashatd, Tipikusan, a
kloroform /metanel aréany kérilbeldl 2:1-%1 tartoményban val-
tozhat. & cabkkentett fozziolipid tartalmu sejtekbs! az LPS kinye-
résére a CM-mel egvenériékd olddszer keverdkek szintén fethasz-
nathatdk,
A jelen taldlmény sserinti eljdras elfnye a Chen-féle mod-

szervel szemben az, hogy a fosziolipidet az elsd kivonatolasi
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fépésben tavolitjuk el Mig a8 Chen-féle sljarashan a CM abba az
LPS oldatba ker®d, mely alapvetd wmennviségly fossiolipidet
tartalmez, a jelen taldlmany masodik kivonatolasi lépését pedig
olyan sejteken hajtjuk végre, melyek foszfolipid tartalma
cefikkentett, az sredményid kapott LPS gasdag oldat énvegéhen
foszfolidtdl mentes. As LPS készitménvek alternatly eolidrasal,
melyel vissonylag fossfolipid mentesek, mint példaul a Galanos-
fele slidréas {lasd fent), kevésbhbé felglnek meg, mivel nagy
térfogatoknal nem alkalmazhatdk, mivel esek olvan oldbszer
elegveket alkalmaznak, melyek epészségl &s  bistonsag
kérdéseket vetnek fel {példaul fenol:kloroformupetroléter], vagy
mindkettot.

Az LPS oldatban igy Wayegiben a fusefolipidek hidnyoznak,
exéri a tovabbi tisztitas a jelen taldlmany madszers alapjan alta-
ahan egyszertibb €5 kevésheé kdltséges, mint a Chen-f8le sljaras.
Azt talaltuk, hogy a szérazx LPS kdelégitd tisstaxdggsl a korofor-
mos €s a metanclos LPS oldatbdl a klorolorm és a metanol
elparologtatasaval kialakithatd.

Szabadon megvalaszthatdan az LPS-t tovabbi feldolgozas-
nak vethetitk ald, mint példdul savas hidrolizisniek €s IMgoes
hidrolizisnek, ahogy azt a {entickben leirtnk, ezzel igy MLA-t vagy
3D-MLA-t termelhetiink.

A fentiek alapjan a kovethezd 3D-MLA-t £18aHH6 eljaras
sgamos oflra felhasznalhatd. Az egyik eldnyben részesitett fel-
hasznalés immunstimulans vagy adiuvans anvag gyogyszerészeti

Osszetételekben vald kialakitasat célozza meg, melyek immu-
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nogén polinukdeotidot, polipeptidet, ellenanyagotl, T-sejtet vagy
antigén  bemutatd scitet {APC) tartalmasnak. Ahogy ast it
haszonalink, az immunstimuldns vagy adjuvans szakkifojesés
barmely olvan anvagot jelent, mely az exogén antigénnel
sgemben ag immunvalaszt fokosza vagy potencidlia {ellenanyag
£s fvagy sejtkdzvetitett).

Az egyik bmupunvilase, melvben a jelen faldalmany szerint
elGallitott MLA-t vagy 3In-MLA-t alkalmazzuk a Thi tipust im-
munvalaszt stimuldthatja. A monofoszfond! Hpid & MLA), eldényd-
sen d-de-Gracilezett-monofoszioril lipid A 3D-MLAL, aluminiuo-
séval alkotott kombindcididedd meglipveliék, bogy adjuvansként
hatasos elsdésorban a Thi tipust immunvalassban,

A Thl tipush citokinek {példaul IFN-y, TNFq, 1L-2 és [L-13}
magas szintiel a sejtkdésvetitet!t immunvalaszok indukeididban a
beadott antigénre nézve eldnvisnek latszanak. Ezzel szemben a
ThZ tipust ciickinek {(példaul -4, IL-5, IL-& és 108 magas
szintiel a humoradlis immunvalaszban vessnek részt. As MLA-t
vagy a 3D-MLA-U tartalmazd gydgyszerészett daszetdtelek alkal-
mazdasat kiweiden a betegekben olyan immunvalasz alakul ki,
mely mind a Thl, mind a ThS immunvalaszokat feldleli. Ha a
vilasz glsdsorban Thl tipusd, akkor a Thl tipust ciokinek
zszintjs nagyobb mértékben nd, mint a Th2 citokinek szingis. A
citokin szintek kénnyen meghatarozhatdk standard eljdrasokkal.
A szakiredalomban a oitokincsaladokatl Ssszofoglaltak [Mosmann

g5 Coflinan: Ann. BEev. Immunol., 7, 145-173{19891L
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Egy slonyben részesitet? megvaldsitasi forméban az adju-
vans rendszer a monofoszlon! lipid A (MpA}, «ldnySsen 3D-MLA a
kivetkezdkkel kombindciokban fordulhat eld szaponin szdrma-
zékkal {muint példaul Quil A vagy snnek ssdrmazékad, beleérive 2
Q821-et és a QS87-et {Aguila Biopharmaceuticals Inc,
Framingham, MAL Escin; Digitonin; vagy Guypsophile vagy
Chernopoedium guinaa szaponinokiall, Q821 és 3D-MLA adiuvéans
kombinacidkkal WO 24/00153 szémd szabadalmi bejelentés],
vagy keveésbé reakcidképes dsszetételle, shol a 9821 hatasat ko-
lerzterinmel  fékezik  [WO 96733739 szémit szabadalmi
bejelentés]. A tovabbi eldnyben részesifett kiszerelések olaj-a-
vizhen emulzidt €s tokoferolt tartalmaznak. Egy masik kiildndsgen
elénvben részesitety adjuvans kiszerelés Q8231-et, 3D-MLA-t és
tokoferolt alkalmeaz olaj-a-vizben emmulzidként (WO 95717210
szamu szabadalmi bejelentés]

& kdvetkezd peldal a jelen taldlmany eldnyben részesitett
mepvalositast formadt mutatidk be. A szakirodalomban jartas
szakembereknek ¢l kell fogadniuk, hogy a kdeeétett példdk a sza-
badalom benyiitdinak felfedezései, mmit a jelen taldlmany kivite-
lezéséhez alakitottak ki, s igy a gyskorlat ssdaméra az eldnvben
részesitet! modoknak itekinthetdk. Viszont a szakirodalomban
jartags szakemberck szamara a jelen taldlmény késeététels
alapian ellogadhatd, hogy a speoifikus megvaldsitasi formakban
szamos valtoptatds tehetd, melyek hasonldé vagy megegyesd
eradményre vesetnelk, andlkl, hogy a jelen taldlmany ssellemétsl

&s oltabmi kSrétdl eltérndnk,



1. Példa

Altalanos madszerek:

A. A taptalajok elkészitése:

A sojtek tenyésstése M9 taptalajban t6riént, melyet steri
szervetlen savak, kasaminosavak éz dextrds oldatok kombinadla-
saval allitottunk 16, Az M9 sdoldatot tipikusan fermentorban ké-
seitetttil o], melynek Ssseetétels a kiwwetkead: 2,0 g/l NaCl, 0.2
g/l MgS80sx THO, 3,0 g/l KHiPO4, 5,0 g/l NaHPO,, 83 1,0 g/l
NH.CL Ezek utan a steril 20 % {vegyes} kazaminosavak {20 mi/f
&s 50 % {vegyes) dextrds {32 mifl oldatokat sterll kdrilmények
koedtt & fermentorba beadtuk, igy komplett taptalajt alakitottunk

ki

B. Ar inokulum kalakitasa:

Tipikusan, a steril 250 mil-es Erlenmeyer lombikokat 50 ml
steril M9 taptalajjal 86tttk A Salmonella minnesoin R39S k-
ritlbeldl 108 ofu} torzs inokulaciss findgjat lengediiik és a lom-
bikba belednidttik, amelvet ezek utan gés-dugdval zdrtunk le. A
tenyészetet 37 oC-on -8 ordlg inkubaltuk, mig az erdteliss ndve-
kedeés nyilvanvalovg valt.

C. A seitek tenyesztése

A

A Salmonelle minnesofa REVL tenyvéseeteket BioFlo I fer-
mentorban {New  Brumswick  Scientific, Inc) ndvesztetiQk,

amelyet 2.5 leres Gvepedénnyel szersltiink  fell  Tipikus



X ¥ .
§§ Oo)l; #o' vho aoa: %@

x x
s eoy
»

@
ey *o oo

tenvésziéskor az edényt 2,0 liter MY sdoldattal Gldttdk fel és
autokldvortuk, majd a kazaminosavak és a dextrdz steril oldatat
steril kérdlmeények kiedit hoszdadiuk. A fermentort habsdsgdtld
betaplalast feltéttel lattuk &l {01 % SAG-471, Witco Corp.l,
valamint NHsOH-et {30 %} adagold fejiel, ahol g pH-t, a d0s-1 és 2
habzast seabalyoztuk. A kdzeget NH.OH betaplalassal pH = 6,9-
re gilitottuk. A fermentort a wokulum teljes mennyiségdvel
alfotiuk, és 37 »C.on levegd hevitellel {tiptkusan 2,0 lter/perc
keverés mellett {tipikugan 50 rpm} inkubéaltuk. A tenvészet
ndvekedést fazisat optikal denzitas méréssel {590 nm} nyomon
kdvettik. A sejteket vagy centrifugalassal vagy tangencidlis

aragniash szfirdssel dsszegyGidttak, vizeel mostuk és Hofilestiik.

D, A lipopoliszacharidek {(LPS) izoldlasa:

Az LPS-t a szakirodalomban leirt eljarassal kiilonitettik el
{Qureshi €5 misalr (1986} kis moédositasckat eszkdsdlve. A
tipileus  tenyésziéskor a szaraz sejtekst 20 mgfml 20 %-os
etanollal {térfogat¥} szobahdmérséldeten egy Ordn &t eldszdr
kevertiik, majd vakuurnsetréssel kinyerttik, A sejteket masodik
etanolos  kivonatolasnak velettiik ald, melyet acetonnal és
distilérrel végestink {mindegyiket 15 percig, 40 mg/mi kiindulasi
tOmegnél), ar eredményidl kapott port levegdn egy &iszaskan &t
szaritottuk., Idékdzben a fenol {89 Sthkloroformipetroleuméter
19:45:72 {téringatra; amit PCP-vel riéviditetttink] oldatot egy
flsrakan at alind hagytuk. Az &teres port POP-be szusspendaltuk,

melynek viz {eleslegét dekantaliuk, 70 mg/ml koncentracisigra.
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Az oldatot 30 percig kevertetttik és szek utdn centrifugaltuk
{3000 x g, 15 perc, 0-35 «C-onl. A feliltszdt dekantaltuk egy
kerek alitt edénybe &5 a sejtek Gledékét masodszor ismét PCP-vel
kivonatoltuk, A feliltszokat egyesitettitk és forgds beparidval 40
«C-on ax ilékony olddszerck maidnem tellss mennyisdgének
sitavolitasalg parcloglattulk. & wegmaradd térfogatot ezek utén
megmerttil, Cseppenként vizet adtunk hozzd, mig a zavarossag
nyilvanvaldva valt, és czek utan iszivds trfogat acetont, majd a
fenclos oldathoz gyors keverés kizhen egyszeres térfogat dietil-
étert {mindkettét jépflirdén lehiitditdk) adtunk. Az oldatot
fgfirddes helyeztQik 30 percre és szek utdn a kicsapddott LP3-t
centrifugalassal {5000 x g, 15 pere, 0-5 «C-on} kinyvertiik
Altalaban az LPR kinveréséhez a felliUszd gravitacids szlrdsére
volt szikség, gy az (leddkbdl eltdvolitotiuk, Az LPS-1 egyszer
minimalis mennyiséght hideg acetonnal mostuk, ceninfugsalas-
sal/sziréssel kinvertiik, &s exek utdn vékuumban szaritottuk. A

tipikus kitermelés a kiindulast sejtek szaraz t0megének 4-5 %.

B, A $-monofossfolipid A elkészitése (MLAYR

Az LP8-t vizbe szusspendaltuk 10 mgfml koncentraciéban,
ultrahangos kadat hasznalva 45-55 «C-on a szilérd anyag disz-
pergalddasdnak eldsegitésérn. Ax eredményl kapott oldat gyven-
gén zavaros, gvakorlatlan szem szdmara szildrd réssecskéket
nem tartalmas. Ehher as oldathoz egysrercs férfogatnyi 0,2 N

HCIU adagoltunk, és esek utdn forrd vizfirddbe helyeztiik 15

i LR
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térfogat kloroformumetancl 2:1 {térfogat) oldattal {a kiindulasi
LPS oldatra viszonyitva} kivonatoltuk., A k@t fazist eredményezd
oldatot vortexezitik, és a fazisokat alacsony fordulatszdmut
centrifugdldssal elklinitettik (800-1000 x g, Az alzd fazist
kinverttik &s nitrogén  alalt beparoltuk, igy nyers MLA-

nyertiink,

FU A 3-O-deacilesett-4-monofossforil lipid A elddllitasa {(3-MLA}
A nyers MLA-t kloroformumetanel 201 térfogatardnyvi
elegvében  feloldotiuk  kériibeltdd 1-5 wmg/ml konecentrécia-
tartomanyban, €s ehbdl az oldsibdl 3,0 mit 16 x 100 mm-es
vizsgalati osdvekbe futtattunk. A cadhds tovabbi 0,4 ml metanolt
adtunk &s eeek vtén vizfGrddbe helyestiik 50 oC-ra 10 percig. A
reakeidt 40 pl 8,5 M KHCO:-mal, pH = 10,5, indilottuk meg, €8 a
oldatot 20 percig 50 »C-on inkubadltuk, Enonek végén a cadveket a

vizfarddbal kivettiik €s a reakcidt 2,0 mi 0,1 N HCl {ehOudty

hozzdadasaval leallitottuk, majd vortexesttik. A 3D-MLA-t 1,0 mwl
metanad adasdval, vortexeséssel, centrifugalassal (5001000 x g,

- ~

&s as alsd {szerves) fAzis nitrogén abtmosziéraban  végzeit

szaritaséval kinyvertik.

S, Példa

Analitikal mddszerek

A, Az MLA és a rokon mintdk vékonyréteg kromatografiajat {TLO)
S x 10 cm lemezeken hajtottuk vigre, melyeket Silica Gl 60-nal

(£ Merok) rétegestiink. A TLC-re alialgban 10 mg/ml oldatban

*%
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vittik fel a mintakat, Kloroformumetanol 4:1 térfogataranyh olda-
taban, 3 gl mennyiségben {30 ug minta) shol kapillaris pipettdval
kig cseppkent vitttk fel. A lomezeket a kdvetkesd dsszetételt ol-
ddszer-rendsserben hivtuk elé:  kloroform/metanol/vizs/amms-
nivm-hidroxid 53152 {técfogat). Az cldhivett lemezek oxikiait
etanolos 10 % {vegves®} foszformolibdénsav cldat spdrasaval tet-
tik lathatova, majd 150-160 »C-on inlapbaltuk. Néhany esetben
a pontok viszonyitott inteneitdsat denzitometridval mennyiss

gileg

&

meghataroztuk {Shimadzu CHB000U Dual Wavelength Flying
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20 nm.

B Az MLA/3D-MLA analizige HPLC wvel

A mintdkat eldsedr szabad sav form@pavd alakitottulk § md
2:1 tériogataranyy klorolormometanol oldatban 3-5 mg mintat
felveve, melyvet 2 ml 0,1 N HCL oldattal mostunk. A kétfdmist
rendszert vortexeltiik, centrifugdituk és az alsd {srerves) faszist
vizegalati cxdbe atrakiuk éx nitrogéndramban elparologiattuk. A
maradékot ezek utdn diasometan kezeléssel metilezitik, Réviden,
az eteres diazometdn oldatet Ggy készitetitk e, hogy 60-100 myg
Pometil-3onitro- L -nitrozoguanidint (MNNG; Aldrich) egy 2 dram
edénybe helyestiink, kiegdszitve 60 g distil-éterrel 1 mg MNNG-
re nézve; ezutdn 1 mg MNNG-re viszonvitva @ wl 5 N NaOH-t
adtunk, mikdshen ax oldatot <-10 oC-on keverteittk., A reakoid
befejeztét kfvetden a clitromsarga fteres fhzist egy mésik sdénybe

athelyezve  széritottuk, melvben  t9hb  szemoesés  NaOH-t
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helyeztfink el, éz kevertettiie, az Gssges folyamat <-10 «C-on
t9rtént. A savval mosott mintdakat | ml 41 térfogataréanya
kloroform:metanolban oldottuk, 8s < 10°C-os Rirddbe helyeattik,
&s a diazometan oldatol cseppenként keverds kizben adagoltuk,
amig & halvény sarga amyalat 1athaté volt. Az oldatot ezek utan
kirnyezeti homérsékleten nitrogén aramban elparologiatiuk, és
vakuumban legalabb 30 percig tovabb széritottuk.

A kromatografids analiziseket C18 forditott f&zisd oszlopon
hajtotthuk végre (Nova-Pak, 4 pm részecske méret, 8 mm x 10 cm
[Waters]],. A metilerett mintdkat 41 itérfogataranyt  kloro-
formometanolban feloldottuk 100 ug/ml koncentraciéban és 0,45
um-es PTFE fecskendésziirén atengeditik. Tiptkusan 20-25
injektdlasi térfogatol hasznaltunk, majd az elGeidt linedns 20-
80% izopropanol gradienssel végeatik, amit acstonitrilben
oidottunk, &0 perc utan ay aramlisi sebesség 2 mijpere, a

nyomonkdvetés 210 nm-en t&riént,

. A rokon LPS tartalom analizise HPLC-vel

Az LPS igen heterogén anyag, mivel a kivetkezd tényezik-
ben variabilitas fgvelhetd meg 1} 8 cukormaradékok széma az
O-atomon €5 a magrégidhan, 2} a magrégidban és a lipid A foss-
fatjain a polaris ssubsztitGoidkban, €s 3} a lipid A vazhoz kétbtt
zeirsavak  elhelyezkedésében., A variabilitds  uidbbi  forrésa
kiiléndsen a rokon 3D-MLA tartadomban fontos (MPLEYL Az LPS
hidrolizise MLA-vd éz 3D-MLA-wa gz C-aniigén éx a magrégiok

variahilitdsat megsziintsti, wvizzont tovabbi heterogenitashoz

oo Sa Raee  wa
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vezet, mivel az O-kotétt zsirsavak szabalytalanul vessnek el Ez
ag intakt LPS-ben megakadalyozea sz acllezési mintazat
pontosan ismert elrendezddését. Ennek kivetkeztében egy olyan
modszert fejflesztettiink ki, melyben a {foszfdtokat s a magrégmidt
gyenge kiriimények kdzdit eltdvolitfuk, mely sz O-hoz kitétt
ssirsavak vesztéséher nem  vezet Az ersdményidl  kapott
defosziorilezett lipid A {zero foszioril lipid A, vagy ZPL} ezek utan
HPLC-vel analizdlhatd, mely a kiindulasi LPS acilesési minta-
satanak pontos meglelelditt adja.

Az eljdrast tipikusan a kévetkezdképpen hajtottuk végre. A
(3,5-5,0 mg LPS mintakat 200 i koncentralt hidrofluoridban 3-4
oraig 27 »C-on hidrolizaltuk. Est a reakeidt szorosan zart teflon
csdvekben €s 18! spelléad elszivditikében kell elvégezni. A HF-et
miirogéndramban kirnmyeset! hdmmérséldeten elparclogtattuk, és a
hidrolizaétumeot ezek utédn 41 térfogatardny( kloroformumetanol-
ban eloldottuk &5 162100 mm-es {veg kémoesdbe dtraktuk, €s az
olddszert nitrogénaramban elparvologtattuk., A maradékot 1,0 mi
3,1 % irietilaminban felveitik, ultrahang-kadat hasznalva, 1,0
ml 40 mM NaQdAc-t adtunk hozza, és 30-45 percre a csdvet fored
vizfirddbe bemartottuk. A reakeid egltirddben allitottuk meg &s
a ZPL~t 5 ml 2:1 térfogatardanyn kloroformimetanol kivonatolassal
kinyerttik. A szerves fazist kis csavaros tetejt edénybe helyeztiik
és az olddszert nitrogén atmoszféraban elparclogtattule. A ZPL-
bdl szdrmaszéhkot képeztiink 200 @l piidines 10 mgfmk O-{3,5-

dinttrobenziljhidroxilamin HC adadsaval {Regis Technologies, Inc.}

az edényt szorosan lezdrtuk, maid 68 °C-on 3 draig inkubaltuk. A
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piridint nitrogennel elparclogtattuk, &8 a maradékot valnrumban
tébb mint 30 percig tovabb szaritottuk, A maradékot ezek utén
500 ut 2:1 térfogatarany(i kloroformmetanciban felvetttilc és 0,5-
1,0 mb-t Accell-OMA {acetate form; Waters} agyra vittlink fel, me-
Iyet eldzdleg azonos olddszerrel egvensdlyba hoztunk. Az oszlopot
dsszesen 2:1 térfogatardnyn 5 mi koroformumetanol elegyével kis
részletekben Oblitetifilk, és az eludtumot 16 x 100 mm-es
kémesbben gyijtéttik. Az «dudtumboz 2,0 mi 0,1 N HCLt ad-
tunk, a kétfazist rendszert vortexeltiik, rivid ideig S00-1000 g-
vel centrifugaituk, &s az alsd {szerves) fazist masik vissgélati csd-
be athelyezitil és pitrogén alatt slpérologtatiuk. A maradékant
10G-3080 ul Moroformimetanol 411 térfogatarany( elegvében felol-
dottuk és 0,45 pm PTFE fecskenddszfirdn atengediik. A szlirét
kétszer kloroformumetanol 4:1 térfogatardanyd elegyével mostuk
€s a sziirletet nifrogén alat elparologtattuk. A szirletet véglhl S0-
150 @l kloroformumetano! 4:1 térlogatardanyi elegvében felvettlik
és HPLO analizishez auvtomatikus injektorba tdldttdk. A HPLC
iridlmények a kévetkezdl: CI8 forditott fazist oszlop {példaud
Waters), 10 pl injektalast térfogat, 20-80 % Hnearis izopropancd
gradiens, melyet acstonitrilben készitettiink el, 60 percig, aram-

lasi sebesség 2 mi/pere, g nyomonkdvetds 254 nm-en.

3. Pelda

A kiGldnboed ideig tenvészieit tenvészetek rokon MLA-SD-MLA

Saxzetételeinek dsszehasonlitasa

Xeew  wa
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A kévethezd paraméterckkel sovozat fermentaldasokat véges-
thade 2,0 Hier MY taptala) {kiinduléas pH = 6,846,872
liter/perc levegd aramlds, keverés SO0 rpm-mel, tenyésstési
hitmérsélidet 37 oC.on, a pH-t nem szabalyoztuk. A tenyvészeteket
az 590 nm-en optikal denzitds mdrésével kdvettitk nyvomon, és
slértik. A sejteket a  fentiekben leirtalmak  meglelelden
elokeszitettk és kivonatoltuk, igy LPS mintakat nyertiink,
melyeket ezxek utdn MLA-ra és 3D-MLA-ra hidrolizaltunk, majd
HPLC-vel analizdltuk {asd az 1. €s a 2. példakatl, Az

eredményeket az 1. tabldzatban adiuk meg,

1. Tablazat
A tenyészetekbd] ktildnbdzd iddben gyijtdit sejtekbd! rvert rokon

MLA és 3D-MLA dsszetételek adatai

MLA 30-
MLA

Te- Leiras Tenye-  Idé  a 3-0- hepta-  3-0-

nyése- szet siac. deant- acl deaci-

tés kora &~ lezett lesett
begytyl-  zisban hexaaci hexa-
téskor acil

A Késdi ex- 6,75 dra NJA 124 % 1223% 99%

ponenci-
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B Korat 506ra  ~0,5 3.2 % H6,8%  9,2%
stacionsr ora
{azis
C Késdi 15 6rva ~&dra 19,53%  13,2% 21.5%

gtacioner

St
{azis

Ax adatok azt mutatidk, bogy S minnescin R39S tenyészetet a
stacioner fazis alatt LPS acilezési mintdzatukat megvaltoztaljak,
melynek eredmeényeként a 3-Q-deacilezett hexaacil pluse hepta-
acil tipusok az ebbdl az LPS-bd] ssarmazd MLA-ban megandnek,
ennek kivetkestében a 3-O-deacilezet! hexaacil tipusok mennyi-

sége az ebbdl a MLA-bS] zolalt 3D-MLA-ban megnd.

4. Példa

A kiildnbosd ideid tenvészetekbdl nvert rokon LPS Ssssetételek

Ssszehasonlitasa:

A kovetkezd paramiterskked sorozat fermentalasokat ve-
gestnk: 2,0 lter MY taptala) {kiindulés pH = 6,84-6,87}, 2 -
ter/ pere levegd aramlas, keverés 30 rpme-mel, tenyésstési hémer-
séklet 37 oC-on, a pH-t nem szabalyoztuk., A tenyészetsketl az
optikal denzitds 5980 nm-en végzett mérésdvel kivettik nvomon.
A sejteket az 1. példaban leirtaknak megielelion eldkéssitettiik
és  kivomatoltuk., Az LPE mintdkat MLA-ra és 3D-MLA-ra
hidrolizéltuk, és HPLO-vel analizéltuk {&sd az 1. €s a 2.

példakat]. Az eredményeket a 2. tablazatbhan dsszegezttl.
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2. Tablazat
A kidnbézd idelg tenyésstett seitekbal nyert rokon LPS

Saszetételek adatad

Rokon tartalom
Fermen- Leiras Tenyvé- Idd a 3-C-acil 3-Q- hepta-
taciG szet stac. hexaacl deagy- acil
kora fazig- lezett
begy(ij- ban hexaacil
téskor
A Korai O ara -5  T&6% {1 % 24 %
stationer Sra
B Késet 15 dra ~4 Gra 48 % 17 % 19 %
stacioner
fazis

A korail stacioner fazist sejtekbdl {A fermentacid) nyert LPS-
ben 3-O-deacilezett hexaacil komponenst nem tudtunk kimutat-
rii. loy az ebbdl az LPS-bal nyert 3D-MLA-ban az egyedtli rokon
hexaacil forras a heptaacilezett anyag lehet {24 %). Ezzel szem-
ben a késd stacioner fzishad gyttt sejtekbdl az LPS mind hep-
taacilokat, mind 3-O-deacilezet! hexaacilokat tartalmazsit {19 %,
iHetdleg 17 %) Mindkét fajta a 3D-MLA-ban, melyet ag LPS-bél

&llitottunk eld, hoszdéidrult a hexaaci (MPLEY tartalomhoz. Nem
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vartuk, hogy a sejtek 3-Q-deacilezett hexaacil LPS fajtakat

termeinek bizonyvos kivilmények kdzdit,

5. Péida

Az eld-kivonatoldsi hémérséklet hatésa a Salmonella minnesofa

R505 LPS tisztagagara:

A Salmonelle minnesota sejteket 30 lterss fermentorban
ndvesztettiitk  {New Bruoswick Sclentific), sz 1. példaban
leirtaknak megfeleld kdrmiimények kdzdit., A sejteket fangencialis
aramlasi sziiréssel koncentraltuk, de nem centrifugdltuk, €s asg
Gledék milliliterenként 51,8 myg széraz sejttdmegel tartalmasott.
Harom oldatot készitettlink, melyekben 150 mi-150 mi ssjt-
spuszpenzitt 600 ml stanollal kombinaltunk, Az etanclos olda-
tokat 1 oralg 22 «C-on, 37 vC-on, &s 50 *C-on kevertettik és
setiritik. A sejfeket maéascdseor ix  etanolos  kivonatolasnak
vetettiik ala, azonos kfdriiményvek kist mint az elsdében, azzal as
eltéréssel, hogy 95 %-os etanoll hasandltunk. A sejtek vakuum-
setirdésgel nyertlik ki és sxek utdn egy fjzzskdn at kloro-
formumetanol 411 téringataranyh elegydvel 50 «C-on kivonatoliuk.
Az oldatokat szfirtik, &s a sziirleteket forgds beparidval ssarazra
beparoituk, gy LPS készitményeke! kaptunk. Az elsd &3 a
masodik etanclos kivonatolds ssiirleteinek mintait mindegyik
hémérsékieten kinyeritik, valamint a 3. példaban leirtak alapian
az eld-kivonatolt sejtekbdél nyert LPS-1 vékonvréteg kromatogra-
fiaval analizaltuk,. A TLC lemexek képeit az 1. dbréan mutattuk

be.
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Az 1. abra ag etanclos kivonatek TLC lemezeit, €z a kidlén-
bozd hémérsékleten végrett etanolos kivonatolasokkal kapott LPS
raintakat mutatia be. A bal oldalon 16vS lomez balrd! jobbra a k-
vetkezdket muutatia be: az elanclos kivonatolas 22 «C-on, 37 o0~
on s &5 «C-on. A tavolabbi jobly oldali minta az eredeti LPS min-
ta. A jobb oldalon 1&vd lemez az sgyes eldallitasokkor kapott LPS-
eket mutatja be, A 3., 4., €5 5. vonal a 22 *C-on, 37 »C-on, illetd-
leg 50 oC-on elé-kivonatolt sejtekbd! nyert LPS-t mutatia be. As
erds csikok RG06 drtéknél a fomzfolipid €s zsirzav szennye-
zodéseket mulatjdk. Ezen szennyezések mértéke az etanolos
kivonatolds himdrsékletének ndvelésével cstkken, és igen
alacsony az 50 «C-on végzett elékezelés utan.

Az 1. abran bemutatoit TLC lemezek alapian athatd, hogy
az stanolos elé-kivonatolas magas hdémérsékleten azgon szennye-
sések eltavolitasdban hatdzos, melyek egvébként a kloroformime-
tanol 4:1 tériogataranyyd slegyével egyitt extrahdlodnak. Az gld-
kivonatolas 50 «l-on esen szennyezésekid] nagymertékben men-

es.

&. Pelda

Az etanoclos slé-kivonatolazsal, vagy sz etanclos elé-kivonatolds

ndlkiid nvert LPS-ek Osszehasonlitésa

A Salmonella minnesota RERS sejtieinek hérom adagiat 750
mi-es fermentorban ndvesstetiik (B, Braun), lénvegéhen as 1.
péidaban  kférvomalasotiak alapidn. A sejlekel  tangencidlis

dramlasi splirésse] dsszegyrGitdittk, &s a seijtszuszpenzidk mintait
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lofils x:mi\ A seitek nagy részét 1 ordig két etanclos eld-
Givonatolasnak vetettiik ala 50 C-on. A kivonatolasok kdebtt a
seiteket tangencidlis aramlasi sziréssel dsszegyytdttik. A sejte-
ket ezek utdn cgy éiszakan At kloroformumetanol 4:1 térfo-
gataranyl elegyével kivonatoltuk refluxalassal. A kivenatot tan-
gencidlis dramlasi szlréssel kinyertiik €s szarazra beparoltuk. A
liofilezett sejtmintdkat egy djszakéan at kloroformumetanol 4:1
térfogataranyy  elegyével kivonatoltuk refluxélassal, &és az
sldatokat qmmuk majd a sgirleteket szérazra paroltuk. A kapott
LPS mintakat etanolos kivonatolassal, vagy ansikid, TLC.wvel
analizaltul, ényegében a 2. példdban leirtalmak meglelelden. A
TLC lemezeket horflbeldl R = 0,01 - G090 értckek kiazdtt
vizegaltuk, és az LPS régidthan (R = 0,01-0,20) az intenmtasok
aranvat kiszdmoltuk minden mintara. Az eredményeket a 3. tab-

lazathan mutagiuk be.

3. Tablazat
Az LPS tisztasiga etanclesan eld-kivonatolt vagy aszal nem

kivonatoll sejteknél

Ax LIPS régidhan a  teljss
intenzitds szazalcka

Fermentacid Az adag széma  etanalos  eld- etanolos el

ssdma kivonatolassal kivonatolas
netkl

A A48020-B2698C 7 &6
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Megiegyzés:
Az LPS régidban a teljes intenzitds = {intenzitas a Rf = ,01-0,20
régidhan}/ {intenzitds az R = (,01-0,20 régidban}] x 100,

A 3. tablazatban feltfintetett eredménysk azt mutatiak,
hogy a Salmonelln minnesota RG9S sejtekbdl eld-kivonatolgssal
nyert LPS {80 % etanol 50 oC.on} alapvetden tisztabb, mint az
elfi-kivonatolas nelkil a seitekbd] nyert anyag.

Az it kdszdétett &s igfnyelt Ssszes eljdrds a jelen taldlmany
fényehen felesleges kisérletezés nélkiil megvaldsithatd, Mikdzben
a jelen talddmany Osszetételeit s eljarasait az itt leirt, elényben
részesitelt megvaldsitasi formakon keresziiil frtuk le, a szak-
irodalomban jartas szakemberck szamara nyvilvanvald, hogy asz
egyves lépeésekben vagy asok sorrendjében valtostatasok tehetdk,
anélidyd, hogy eszel a jelen taldlmany honcepcidjatdl, szellemétsl
&g oftalmi korétdl eltérnénk. Réssletesebben, a szakirodalomban
jartas szakembersk szaméra nyilvanvald, hogy hizonyoes szerek,
melyek mind kémiallag, mind fiziclogidsan rokonek, az itt leirt
szerekkel kicserélhetdk, mikdzhen azonos vagy hasonld eredmé-
nyeket dérhetlink el. Ax Osszes ilven helyetiesith anyag vagy
madositds a ssakiredalomban  jartas szakembersk szdamara
ayvilvanvald, ezért ezek a jelen taldlmany szellemének, oltalmi
kérének ¢és koncepcidianak meglelelnek, ahopy ast a csatolt

igénypontokban meghataroztuk.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdras lipopoliszacharid dassetétel {LPS) elbfdllitasara, azzal
jellemezve, hogy a kdvetkesd lépéseket alkalmazzuak:
{a} a deep rough mutdns balderidlis toérze taptalajban thrténd nd-
yveggtése;
{ly & tenyészel stacioner fazisanak fenntartdsa legaldabb kKéridbelil 5
GrEig;
{0} a tenyvészethdl a sejtek Ssszogviyjtése; éx

{d} a sejtekbd az LPS kivonatolasa.

2. Az 1. igénypont szarint elidras, azzal jellomesve, hogy a deep

rough mutans bakterialis tfrzs a Salmonella nemastségbe tartozik,

3. A 2. igéoypont szerintl eljaréas, azeal jellemesve, hogy a deep
rough muténs bakieridlis tirzs a Salmonella nemszetség Salmonella

nminnesoia faja.

4. A 3. igénypont szerintl eljards, aszsal jellemezve, hogy a
Salmonefln minnesola deep rough muatdns balkterialis idrzse a
Salmonelln minnesofa R3S,

5. Az 1. igénypont szerinti elidras, azzal jellemesve, hogy a

taptalaj M9,

6. Az 1. igénypont szerinti eljards, aszzal jellemezve, hogy a

fenntartast kortlbelll 5-6 dradg végezalk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemenve, hogy ax LPS-t
olyan 3D-MLA eldallitdséhoz hassnathatjuk, mely legaldbb kdrtibelil

20 mol% rokon hexaacilosoportol tartaimaz.
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8. Az 1. igénypont szerintl eljdras, azzal jellemezve, hogy a 3D-
MLA kialakitédsa érdekében a fentieken kivil az LP8-t sorrendben

-

savas &s gos hidrolizisniek vetjiik ala,
9. Az 1. igénypont szerinti eljardssal késsitett LPS.
10, A 8. igénypont szerintt clidrésesal eldallitott 3D-MLA.

11. Eljards lipopoliszacharid {LP3} kivonatolasdra a deep rough
rudans bakteridlis tdrzs sejtjeinek tenyészeiébsl, szzal jellemesve,
hogy a kdvetkezd lépéscket atkalmazsuk:

{a} a sejtek kivonatoldsa olyvan oldattal, mely Bnyvegében legaldbb
kériibeldl 75 tdmegh alifds alkoholbsl &ll, mely legalabb 1-4
szénatomes, valamint kiegészitésként vizbdl, ezzel a csdidkentett
fosziolipid tartalm( sejteket allithatunk eld, ahol a kivonatolést
kSriitbeliil 45-58 »Coon végesstl;

b} 2 cadkkentett foszfolipid tartalmy ssjtek kivonatolasa klore-
metanol oldatban biztositjuk.

120A 11, igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a deep
rough mutans bakieriglis tdrzz a Salmonella vagy az Escherichia
nemazetséghe tartozik.

13, A 12, igénypont szerintl eljdras, azeal jellemezve, hogy a deep
rough muténs bakteridlis thres a Salmonella nemeetséy Scelmonelln

mirnesota &ja.

4, A 13, igénypont szerintl eljdrés, aszal jcllomezve, hogy a
Salmonella minnesola  deep rough mutdns bakterialis tdrzse a

Salmonella minnesota RE8%,
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150 A 120 igénypont szerinhi eljaras, azzal jellemesve, hogy a
Escherichin nemszetség deep rough mutdns bakteridlis tdrzse as

Escherichin coll

16, A 15, igénypont szerinti eljdras, azeal jellemesve, hogy a
Escherichin nemszetség deep rough muddns balileridlis tdrzse ax

Escherichia coki B3 1md.

17, A 11, igénypont szerinti eljaras, azzal jellemesve, hogy asz

alifag alkohol 2-4 szénatomos.

18, A 17, igénypont szerinti eljdras, azzal jellemesve, hogy as

alifas alknhol etanol.

19, A 11, pénypont sgerintl eliaras, azzal jsllemesve, hogy az
\ kR

oldat kriidbeldl 85-95 tdmeg’ alifds alkoholt tartalmeaz.

20, A 11, igénypont szerinhl eljdras, azzal jellemezve, hogy a
fenticken kiviil az eljards az LPS oldatbd] a kloroform €5 a metanol
elparologtatasat is magaban foglalia, igy szaraz LPR-t nyerhetlink.

21, A 220 igénypont szerintl eljarast, azzal jellemezve, hogy a
fenticken kivill az LPS-{ egymas wlan savas ¢s Iigoes hidrolizisnek

vetjtk alg, mellvel 3D-MLA-t allitunk =16,
22, A 20, pdnypont szerintl eljdrdssal késgitett LES.

23, A 21, igénypont szerinti eljardssal eloallitott 3D-MLA,

A meghatalmazott
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