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KIVONAT

A taldlmany egyik térgya eljdrds monomer immunglo-
bulin G antitestnek egy monomer immunglobulin G an-
titestet és legalabb egy immunglobulinaggregatumot,
hibas format, gazdasejtproteint vagy Protein A-t tartal-
maz6 keverékbdl torténé tisztitisara.

A taldlmanynak egy masik tirgya eljaras monomer
immunglobulin G antitestnek egy monomer immunglo-
bulin G antitestet tartalmazd, kondiciondlt sejttenyész-
t6 médiumbol torténd tisztitasara, amelynek soran a mé-
diumot egymast koveten a) Protein A-kromatografia-
nak, b) ioncserés kromatogratidnak és c) hidrofob kél-
csonhatdsi kromatografiinak vetik al4.

A taldlmanynak egy harmadik targya eljaras antitest-
nek kondiciondlt médiumbol torténd tisztitdsara, amely-
nek soran
a) az antitestet egy Protein A-kromatografias tolteten

adszorbealtatjak;

b) az adszorbealt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
sak;

A leirds terjedelme 20 oldal (ezen beliil 1 lap dbra)

c) ab) lépésben kapott antitestet elualjak;

d) ac) lépésben kapott antitestet egy ioncserés kroma-
tografids tolteten adszorbealtatjak;

e) az adszorbealt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
sak;

f) aze) lépésben kapott antitestet szelektiven elualjak;

g) az f) lépésben kapott eludtumot egy hidrofob kol-
csonhatast kromatografids télteten adszorbedltat-
jak;

h) az adszorbealt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
sak;

1) az adszorbealt antitestet elualjak; és

J) kinyerik az antitestet.

A taldlminynak egy negyedik targya eljaras Protein
A-nak egy Protein A-t és antitesteket tartalmazd keve-
rékbdl torténd eltdvolitisara, amelynek sordn a keveré- m
ket egy hidrofob kolcsonhatdsi kromatografids toltettel
érintkeztetik, majd a toltetrdl szelektiven eludljak az an-
fitestet.
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A taldlmany tirgya eljaras proteintisztitisra. Kozelebb-
rél a taldllméany a hidrofob kolcsénhatasi kromatografia-
nak (Hydrophobic Interaction Chromatography, HIC)
az immunglobulin G monomerek elvélasztasara torténd
alkalmazasdra, valamint a hidrofob koélcsénhatasi kro-
matografidnak egy, az IgG antitestmolekulak tisztitasa-
ra szolgalo kombindcids kromatogréfias rendszerbe tor-
ténd beépitésére vonatkozik.

A korabbiakban a proteintisztitasi eljarasok a tiszti-
tando protein és a nemkivanatos proteinszennyez anya-
gok kozotti, a molekularis tulajdonsagokban, igy a mé-
retben, a toltésben és oldékonysigban meglévd eltéré-
sek felhasznaldsan alapultak. Az emlitett paramétere-
ken alapuld eljarasok koézé tartozik a méretkizarasos
kromatografia, az ioncserés kromatografia, a kicsapa-
sos frakcionalas (differenciélis precipitacio) stb.

A méretkizérasos kromatografia (vagy mas néven
gélsziirés, illetve gélpermeacios kromatografia) alapjat
az képezi, hogy a mozgd fazisban 1évé makromoleku-
lak behatolnak az allé fazis részecskéinek poérusaiba.
A kiilénb6zd makromolekulék eltérd behatolasa (penet-
ricidja) a részecskék hidrodinamikai térfogatanak a
fiiggvénye. Idedlis koriilmények kozott a nagyobb mo-
lekuldk nem juthatnak be a részecskék belsejébe, mig a
kisebb molekuldk szdmara elérheté az adott térfogati
iireg. Ennek megfelel6en az elicid sorrendje a protein
mérete szerint elére meghatarozhatd, mivel linearis
Osszefiiggés all fenn az elliciods térfogat és a molekulato-
meg logaritmusa k6zott.

A taldlmany szerinti eljaras gyakorlati megvalodsita-
saban alkalmazott méretkizarasos kromatografia vagy
hidroféb koélcsonhatasi kromatografia esetén felhasz-
nalt kiilonféle kromatografids oszlopok el@allitasdhoz
példaul a kovetkez6 anyagokon alapulé kromatografids
tolteteket hasznalhatjuk: térhaldsitott dextranok, pél-
daul SEPHADEX® (Pharmacia AB., Uppsala, Svédor-
szag); gombszerii agar6zgyongyok, példaul SEPHA-
ROSE® (Pharmacia AB., Uppsala, Svédorszag); térhalo-
sitott poliakrilamidok, példaul BIO-GEL® (BioRad
Laboratories, Richmond, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt
Allamok); valamint etilénglikol/metakrilat kopolime-
rek, példaul TOYOPEARL HW65 (Toso Haas Co., To-
kid, Japan).

A precipitacids eljarasok azon az elven alapulnak,
hogy a proteinek nyers keverékeiben az egyedi protei-
nek oldékonysaga meglehetGsen széles tartomanyban
valtozik. Jollehet egy vizes kozegben egy adott protein
oldékonysagat szamos tényezd befolyasolja, a jelen ta-
lalmany céljai szempontjabol altalanosan megallapithat-
juk, hogy egy protein akkor oldhatd, ha a protein és az
oldészer kozotti kolcsonhatas er6sebb, mint az azonos
vagy a hasonld tipust proteinek kozotti kdlesonhatas,
Anélkill, hogy a precipitacios jelenség leirasaval kap-
csolatban barmilyen konkrét mechanisztikus elmélet-
hez ragaszkodnank, véleménylink szerint egy protein
¢és a vizmolekuldk k6zotti kdlesonhatas a kiilonféle tipu-
su toltés nélkiili csoportok és a vizmolekuldk kozott
kialakulé hidrogénhidkotések révén és/vagy a toltéssel
rendelkezd csoportok és a vizmolekuldk mint dipdlok
kozott elektrosztatikusan jon létre; a kicsapdszerek, pél-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

daul az egyértékid kationok soi (példaul az ammoénium-
szulfét) versengenek a proteinekkel a vizmolekulakért.
Magas s6koncentraciok esetén a proteinek ,,dehidratalt-
t4” valnak, mialtal csékken a vizes kornyezettel szem-
beni kolcsonhatasuk intenzitdsa, ennek kovetkeztében
az ugyanolyan vagy a hasonl6 tipust proteinek aggre-
gilddnak, amelynek eredményeként kicsapédnak a ko-
zegbdl.

Az ioncserés kromatografia soran azt a kdlcsonha-
tast hasznaljuk ki, amely a mintaban 1évé, toltéssel ren-
delkezd funkcios csoportok és egy adszorbens feliileten
1évd, ellentétes toltést, ionos funkcids csoportok kdzott
lép fel. Ennek a kolcsdonhatasnak két f6 tipusa ismert.
Az anionos ioncserés kromatografia soran a negativ tol-
tésti aminosav-oldalldncok (példaul az aszparaginsav-
és a glutaminsav-oldallancok) lépnek kolcsénhatésba a
pozitiv toltésii feliiletekkel, mig a kationos ioncserés
kromatogréfia soran a pozitiv t6ltési aminosavcsopor-
tok (példaul a lizin- és arginincsoportok) lépnek kol-
csonhatasba a negativ t6ltésd feliiletekkel.

A hagyoményos méretkizarasos és ioncserés kroma-
tografias eljarasok kiegészitése, illetve helyettesitése ér-
dekében keriiltek kifejlesztésre a kozelmiltban az tgy-
nevezett affinitaskromatografias és hidrofob kdlcsénha-
tasi kromatografias eljarasok. Az affinitdskromatogra-
fia a protein és egy immobilizalt ligand kozotti specifi-
kus kolcsdnhatason alapul. A ligand specifikus lehet a
kérdéses egyedi proteinre nézve, és ebben az esetben a
ligand példéul egy szubsztrat, egy szubsztratanaldg,
egy inhibitor, egy receptor vagy egy antitest lehet. Al-
ternativ modon a ligand képes lehet tobb hasonlé prote-
innel reagalni. A proteinek egy egyedi osztalyanak ki-
nyeréséhez specifikus ligandokként példaul adenozin-
monofoszfatot, adenozin-difoszfatot, nikotin-adenin-
dinukleotidot vagy bizonyos szinezékeket alkalmazha-
tunk.

Az antitestmolekulak tisztitasara a specifikus és az
altalanos (generalizalt) affinitaskromatografia egyardnt
felhasznalhaté. Egy antitest affinitdskromatografias
tisztitdsdhoz a legspecifikusabb ligand az az antigén,
amellyel a kivant antitest reakcioba 1ép. Szamos jol is-
mert immunszorbens vizsgalat, példaul az enzimkoté-
ses immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked immuno-
sorbent assay; ELISA) az ilyen specifikus antigén/anti-
test affinitasi kolcsonhatason alapul.

Ugyanakkor azonban az &ltalanos affinitdskroma-
tografias eljarasok is igen jol hasznosithatok. Példaul a
Staphylococcus Protein A-rol ismert, hogy hozzakotd-
dik az IgG osztaly bizonyos antitestjeihez [Ey, P. L. et
al., Immunochemistry, 135., 429-436. (1978)]. Alterna-
tiv modon a heterolog speciesekben képz3d6 antiszé-
rumok (példaul a nyul antiegér antiszérumok) felhasz-
nalhatok az antitestek altalanos csoportjainak az elva-
lasztasdra (Current Protocols in Molecular Biology,
Supra, Chap. 11).

A hidrofob kolcsonhatasi kromatografiat elsd izben
azt kovetden fejlesztették ki, hogy megfigyelték, a prote-
inek képesek visszamaradni az olyan affinitdsgéleken,
amelyek térkoztartd (spacer) szénhidrogénlancokat tar-
talmaznak, de amelyekbd! hidnyzik az affinitasligand.
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Jollehet a szakteriileten id6nként a hidrofob kromatogra-
fia kifejezést alkalmazzak, elnyosen inkabb a hidrofob
kolcsonhatasi kromatografia kifejezést hasznaljuk, mi-
vel ebben az esetben maga az oldott anyag és a gél ko-
zotti kolcsonhatas a hidrofob jellegl, nem pedig a kro-
matografids eljards. A hidrofob kolcsonhatasok nagy
ionerGsség mellett a legerGsebbek, ezért az elvélasztas-
nak ezt a form4jat eldnydsen sokicsapasok vagy ioncse-
rés eljarasok utin alkalmazzuk. A hidrofob kolcsénhata-
si kromatografias oszloptoltetekrdl az elciot az oldo-
szer, pH-érték, ionerdsség valtoztatasaval vagy kaotrop
szerek, illetve szerves modifikdlé anyagok, példaul eti-
lénglikol vagy propilénglikol hozzdadéasaval hajthatjuk
végre. A hidrofoéb kolcsonhatdsi kromatografia alapel-
veinek Osszefoglaldsa megtalalhaté példaul a 3 917 527
és a 4 000 098 szamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli sza-
badalmi leirdsban. A hidrofob kélcsonhatasi kromatog-
réfidnak az egyedi proteinek tisztitasara torténé felhasz-
ndlasardl — egyebek mellett — példaul a kovetkezd sza-
badalmi és szakirodalmi dokumentumokban taldlunk is-
mertetést: human novekedési hormon (4 332 717 sza-
mu amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiras),
toxinkonjugatumok (4 771 128 szdmd amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leiras), antihemolitikus fak-
tor (4 743 680 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leiras), tumor nekrozis faktor (4 894 439 sza-
mu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras),
interleukin—2 (4 908 434 szdmG amerikai egyesiilt 4l-
lamokbeli szabadalmi leiras), human lymphotoxin
(4 920 196 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras), lizozimfélék [Fausnaugh, J. L. and F. E.
Regnier, J. Chromatog., 359., 131-146. (1986)], vala-
mint oldhaté komplement receptorok (5 252 216 szami
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras).
A nagy teljesitmény(i folyadékkromatografidaval (HPLC)
6sszekapesolt hidrofob kolesonhatasi kromatografiat a
korébbiakban mar felhasznaltdk antitestfragmentumok-
nak [példaul F(ab’),] az intakt antitestmolekulabdl egy-
1épéses eljarasban torténd elkiilonitésére [Morimoto, K.
et al., J. Biochem. Biophys. Meth., 24., 107-117.
(1992)].

Az affinitdskromatografias €s a hidrofob kolcsonha-
tasi kromatografiés eljarasokon kiviil az antitestek tiszti-
taséra a korabbiakban egy vagy tobb hagyomanyos pro-
teintisztitasi eljarast is alkalmaztak. Példaul Hakalahti
olyan eljarast irt le, amelynek soran két egymast kovetd
ioncserés kromatografias 1épést vagy egy ioncserés kro-
matografias 1épést és egy ezt kovetd hidrofob kdleson-
hatasi kromatografids lépést alkalmaznak [Hakalahti,
L. et al., J. Immunol. Methods, 777, 131136 (1989)].
Danielsson dsszehasonlitast végzett a kovetkezd egylé-
péses eljarasok kozott: anionos ioncserés kromatogra-
fia, kationos ioncserés kromatografia, kromatofo-
kuszalas és hidrofob kolcsdnhatasi kromatografia
[Danielsson, A. et al, J. Immunol. Methods., 715.,
79-88. (1988)].

A Protein A affinitds-oszlopkromatografidt ugyan
széles korben hasznaljak, de ismert az is, hogy az ilyen
oszlopokrol végzett antitestellicio a Protein A egy részé-
nek az oszloptoltetrdl torténd lemosasat eredményezhe-
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ti. Ennek a problémanak a megolddsira egyrészt a mé-
retkizdrasos nagy teljesitmény(i folyadékkromatogréfia
[Das et al., Analytical Biochem., 145., 27-36. (1985)],
masrészt az anionos ioncserés kromatografia
(345 549 szamt eurdpai szabadalmi bejelentés) alkalma-
zasat ajanljak.

Arra a felismerésre jutottunk, hogy a hidroféb kol-
csonhatési kromatografia jol felhasznalhat6 a szennye-
z6 Protein A-nak a Protein A-kromatografiss oszloptol-
tetrdl elualt IgG-keverékekbdl torténd eltavolitasara.

A jelen taldlmany targya a hidrofob koélcsdnhatasi
kromatografia (HIC) alkalmazdsa immunglobulin G
monomereknek ilyen monomereket és legaldbb egy
immunglobulinaggregatumot, hibds format, gazdasejt-
proteint vagy Protein A-t tartalmaz6 keverékekbdl torté-
nd elvélasztisara, valamint a taldlmany a hidroféb kél-
csonhatasi kromatografianak egy, az immunglobulin G
molekuldk tisztitdsara szolgalo Protein A- és ioncserés
kromatografias kombinalt rendszerbe torténd beépitésé-
re vonatkozik.

A jelen talalmany egyik targya eljaras IgG monome-
reknek ilyen monomereket tartalmazo aggregatumke-
verékekbdl torténd elvalasztasara, amelynek soran a ke-
veréket egy hidrofob kolcsonhatasi kromatografias 16l-
tettel érintkeztetjiik, és a monomert a toltetrd] szelekti-
ven elualjuk.

A jelen talalmany egy masik targya eljaras IgG anti-
testnek egy ilyen antitestet tartalmazo kondicionalt sejt-
tenyésztd médiumbol torténd tisztitdsara, amelynek so-
ran a médiumot egymast kovetSen a) Protein A-kroma-
tografianak, b) ioncserés kromatografianak és (c) hidro-
fob kolcsonhatasi kromatografianak vetjiik ala.

A jelen taldlmany egy tovabbi targya eljaras Protein
A-nak egy Protein A-t és antitesteket tartalmazo keve-
rékbdl torténd eltavolitasara, amelynek soran a keveré-
ket egy hidrofob kolcsonhatasi kromatografias toltettel
érintkeztetjilk, és az antitestet a toltetrdl szelektiven
elualjuk.

Az 1. abra az egyik, antitestek tisztitdsara szolgalo
talalmany szerinti eljaras folyamatabrajat mutatja be.

A jelen taldlmany olyan proteintisztitasi eljarasokra
vonatkozik, amelyek az immunglobulinmolekulak
nagy, ipari mennyiségének tisztitiséra is alkalmasak.
A talalmany szerinti megoldas kiiléndsen jol felhasznal-
hatd, mivel a monomer IgG 95%-nal nagyobb protein-
tisztasaggal torténd eldallitasara ad modot. A taldlmany
szerinti eljards szamos, egymastol eltérd immunglobu-
lin G molekula tisztitasara alkalmas.

Az antitestszeri proteinek olyan proteinek, amelyek
megtisztithatok a jelen leirdsban ismertetett eljarasok al-
kalmazasaval, illetve kivant esetben a taldlmény szerin-
ti eljarasok rutinszerd, feltalaloi tevékenységet és tovab-
bi kisérletezést nem igénylé modositasaival az adott igé-
nyekhez igazitott véltozatainak az alkalmazasaval. Az
ilyen jellegii proteinek kozé tartoznak — egyebek mel-
lett — példaul a kovetkezdk: az immunglobulin gének
izotipusai, allotipusai és alléljei; megcsonkitott formak;
modositott antitestek, példaul kiméra antitestek, huma-
nizalt antitestek stb.; kémiai Gton, példaul polietilén-
glikolos (PEG) reakciéval modositott formak; valamint
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immunglobulinrészt tartalmazd fuziés proteinek. Eze-
ket a proteineket azért hivjuk antitestszer(i proteinek-
nek, mert a taldlmany szerinti eljaras alkalmazasaval
végzett tisztitdshoz elegendd immunglobulinprotein jel-
lemz6vel rendelkeznek, illetve ehhez elegendd immun-
globulinprotein jellemz6t (példaul F, determinanst) tar-
tanak meg. Amennyiben kifejezetten masképpen nem
jeloljiik, az antitest vagy az immunglobulin protein kife-
jezés magdban foglalja az antitestszer( proteineket is.

A taldlmany szerinti eljards soran felhasznalhato
immunglobulinmolekuldk rendkiviil sokféle forrasbol
izoldlhatok; ilyenek — egyebek mellett — példaul a ko-
vetkezOk: immunizalt allatok széruma, ascites folya-
dék, hybridoma és myeloma feliiliszok, immunglobu-
linmolekulat expresszald rekombinans sejtvonal te-
nyésztésébdl szarmazo kondiciondlt médiumok és az
immunglobulint termel$ sejtek teljes sejtextraktumai.
A talalmany szerinti megoldas kiilonosen jol alkalmaz-
hat6 a kiilonféle antitesteket termelé rekombinans sejt-
vonalak kondicionalt sejttenyészté médiumaibol szar-
maz0 antitestek tisztitdsara. Jollehet az egyes sejtvona-
lak, illetve a kiilonféle antitesttermékek kozott jelentSs
eltérések lehetnek, az ezen a teriileten jartas szakember
nehézségek nélkiil képes megfelelGen adaptalni a jelen
leirdsban ismertetett eljarast az adott antitestproteinre
és az ezt termeld sejtvonalra.

Altalaban a proteineket, példéul antitesteket kodolo
géneket, gy klonozhatjuk, hogy a polipeptid kivéant ré-
gidit kodoldo DNS-szekvenciakat beépitjitkk egy rekom-
binans DNS-anyagba (példaul egy vektorba), majd al-
kalmas prokaryota és eukaryota gazdaszervezeteket
transzformalunk vagy transzfektalunk. Az alkalmas pro-
karyota gazdaszervezetek k6zé tartoznak — egyebek
mellett — példaul a kovetkezék: Escherichia, Strep-
tomyces, Bacillus stb. Az alkalmas eukaryota gazdaszer-
vezetek kozé tartoznak — egyebek mellett — példaul a
kovetkezdk: éleszt8, példaul Saccharomyces, valamint
a tenyészetben 1évé allati sejtek, példaul VERO, Hala,
C127 egér, kinaihorcsog-petefészek (Chinese hamster
ovary; CHO), WI-38, BHK, COS, MDCK, myeloma-
€s rovarsejtvonalak. Kiiléndsen el6nyds gazdaszerveze-
tek az olyan CHO-sejtvonalak, amelyekbd! hidnyzik a
dihidrofolat-reduktdz; ilyenek példaul a kovetkezdk:
ATCC CRL 1793, CRL 9096 és mas, az alabbiakban is-
mertetett sejtvonalak. Az ilyen rekombinins mddsze-
rek mara mar jol ismertté valtak, leirAsuk megtalalhato
példaul a kovetkezd szakirodalmi helyeken: Methods
in Enzymology (Academic Press), Volumes 65 and
69 (1979), 100 and 101 (1983), valamint az ezekben hi-
vatkozott tovabbi publikacidk. A leggyakrabban alkal-
mazott DNS-metodolégiak gyakorlati megvaldsitasa-
nak részletes technikai leirdsa példaul a kovetkezd szak-
irodalmi helyeken talalhato meg: Maniatis et al., Mole-
cular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory (1982);
valamint Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing, Wiley Interscience (1988, 1991,
1993).

Egy kivant polipeptidet, példaul egy antitestmole-
kulat kodolé DNS-fragmentum el&allitasanak egyik mod-
ja a cDNS-klonozas. Ebben az eljarisban messenger
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RNS-t (mRNS-t) izolalunk olyan sejtekbdl, amelyekrdl
ismert vagy valoszinlsithetd, hogy a kivant proteint ter-
melik. Enzimatikus reakciok sorozatin keresztiil a sejtek
DNS-be (cDNS-be). Az igy nyert cDNS-t ezt kvetden
klonozdéanyagba inszertaljuk, majd alkalmas prokaryota
vagy eukaryota gazdaszervezetek transzformaldsara al-
kalmazzuk. Az igy kapott cDNS , kényvtar” a transzfor-
malt gazdasejtek populacidjabol éll, ahol a transzformalt
gazdasejtek mindegyike egyetlen gént vagy génfragmen-
tumot tartalmaz. Elméletileg a teljes konyvtar a kiindulé-
si anyagként alkalmazott mRNS-keverékben 1év3 kddo-
16 informacidknak egy reprezentativ mint4jat szolgéltat-
ja. A specifikus DNS-szekvencidk azonositasa érdeké-
ben a konyvtarakat nukleinsav- vagy antitestprobakkal
szkrinelhetjiik. Izolalas utin ezeket a DNS-szekvencidkat
modosithatjuk vagy osszedllithatjuk komplett génekké.

Egy antitestgén specifikus fragmentumait a gén to-
vabbi részétdl fliggetleniil megtervezhetjitk. Modositott
antitestek eldallitasa érdekében a komplementaritast
meghatdrozé régiokat (Complementarity Determining
Regions, CDRs) kodolo DNS-fragmentumokat beépit-
hetjiikk heteroldg speciesekbll szadrmazé szerkezeti
DNS-szekvenciakba. Az ilyen modositott antitestek
igen fontos felhasznalast nyerhetnek bizonyos nemkiva-
natos fiziologias allapotok kezelésében. Példaul a
WO 92/04381 szamon kozzétett, PCT/GB91/01554 sza-
mi nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben az RSV-fer-
t6zés (Respiratory Syncytial Virus) kezelésére és meg-
el8zésére fethasznalhato , humanizalt” antitestek elGalli-
tasat ismertetik. Alternativ modon az antitestgén teljes
allandé doménjéhez, és igy olyan modositott antitestet
képeziink, amely mint , kiméra antitest” ismert. Péld4ul
a WO 93/02108 szamon kozzétett, PCT/US92/06194 sz4-
mu nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben egy, a human
CD4-receptorral reagalnt képes majom/human kiméra
antitestet ismertetnek.

Amikor egy antitestgén vagy -génfragmentum mar
kiénozva van, a DNS bevezethets egy expresszios vek-
torba, majd ezt a konstrukciét felhasznalhatjuk egy meg-
felel6 gazdasejt transzformalasara. Egy expresszios vek-
torra az jellemz6, hogy rendelkezik az alabbiakban is-
mertetett expresszids kontrollszekvencidkkal, és igy ha
egy kérdéses DNS-szekvencia miikod6képesen hozza
van kétve, a vektor alkalmas a kérdéses DNS-szekven-
cia altal koédolt termék termelésének az iranyitisara
egy, a vektort tartalmazd gazdasejtben. A jelen talal-
mény szerinti megoldassal kapcsolatban lehetGség nyi-
lik arra, hogy egyetlen kodoloszekvencidji fragmentu-
mokat allitsunk Ossze, €s igy az expresszid soran egy
antitestmolekula képzdédik. A rekombinans antitest eld-
allitasara iranyuld ezen eljarasnak egy kiilonosen haté-
kony fethasznalasat irjak le példaul a WO 92/04381 sza-
mon kozzétett, PCT/GB91/01554 szaml nemzetkozi
szabadalmi bejelentésben, valamint a WO 93/02108 szi-
mon kozzétett, PCT/US92/06194 szami nemzetkozi
szabadalmi bejelentésben.

A rekombindns termeék eldallitasa utan sziikség van
a termék kinyerésére. Amennyiben a termék kikeriil a
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terméket elGallitd sejtbdl, a terméket kodzvetleniil ki-
nyerhetjiik a sejttenyészt6 médiumbol. Ha viszont a ter-
mék intracellularisan marad vissza, az intracellularis
termék kinyerése érdekében a sejteket mechanikus, ké-
miai vagy biologiai eszkdzokkel fizikailag el kell ron-
csolni.

Egy proteintermék esetén a tisztitasi eljarasnak nem-
csak olyan proteinterméket kell biztositania, amely 1¢é-
nyegében mentes az egyeb proteinektdl, azaz amely a
preparatumban lévé teljes proteinmennyiségre vonat-
koztatva legalabb 80%-0s, elénydsen 95%-nal nagyobb
tisztasag(l, hanem biztositania kell az egyéb gazdasejt-
szennyez8 anyagok, DNS, RNS, potencialis pirogének
stb. eltavolitasat vagy elfogadhato szintre valo csokken-
tését is. Az elGbbieken kiviil a rekombinans expresz-
szios rendszerrel elballitott antitesttel kapcsolatban le-
nyeges az is, hogy a 150 000 daltonos molekulatdomeg(i
IgG-termék nagyobb molekulatomegi fajtdkka aggre-
galodhat. A terméktisztasag €s a termék standardizala-
sa szempontjabol a talalmany szerinti eljaras igen eld-
nyosen alkalmazhato6 a nativ 150 000 dalton molekula-
tomegl monomerfajtaknak a nagyobb molekulatémegi
aggregatumoktol és egyéb, hibas formaktol toérténd
elvélasztasara. Hangstlyozni kivanjuk, hogy noha a
150 000 dalton molekulatémegi IgG-fajtdk négy poli-
peptidlancbol (két nehéz lancbdl és ket konnyd lanc-
bol) épiilnek fel, a jelen leirdsban ,,monomerek”-nek
vagy ,,monomer IgG”-nek a 150 000 dalton molekulato-
megl specieseket nevezziik.

Amint azt a fentiekben mar emlitettiik, a taldlmany
szerinti eljarasban igen sokféle gazdasejtet alkalmazha-
tunk az antitestek termelésére. A konkrét gazdasejt ki-
valasztasa az ezen a teriileten jartas szakember szamara
nem jelent nehézséget. A gazdasejt kivalasztdsat befo-
lyasolé tényezdk kdziil példaképpen megemlitjitk az an-
titest jellegét, az antitest szintézisének sebességét, az an-
titest bomlasanak sebességét, valamint az antitest exp-
resszidjat iranyitdo rekombinans vektor tulajdonsagait.
A gazdasejt-expresszios rendszer megvalasztasat nagy-
meértékben megszabja az alkalmazott sejttenyésztési el-
jarasok jellege. Az expresszids rendszer megvalasztasa
utan meghatarozhatjuk az adott termelési modot, ami le-
het példaul szakaszos vagy folyamatos, forgotanyéros
vagy szifonos, folyékony vagy immobilizalt. Kiilonféle
fluidagyas bioreaktorokat, iireges rostos bioreaktoro-
kat, forgohengeres tenyészeteket (roller bottle cultures)
vagy kevertetett tankbioreaktorokat alkalmazhatunk.
A kivalasztas soran figyelembe kell venni a sejttenyé-
szet jellegét. Ezeket a jelen leirasban nem részletezziik,
mivel kiviil esnek a jelen talalmény oltalmi korén. A je-
len taldlmany a kondicionalt sejttenyészet-médiumok-
ban, hybridoma és myeloma feliiliszokban, antiszéru-
mokban, myeloma feliiliszokban és ascites folyadékok-
ban 1év§ antitestek tisztitdsara vonatkozik.

Amint azt a fentiekben mar emlitettiik, a jelen talal-
many — egyebek mellett — a hidrofob koélcsonhatasi
kromatografianak az antitestmolekuldk elvalasztasara
és tisztitasara torténd alkalmazasira vonatkozik. A vi-
zes kozegekben 1évé hidrofob molekuldk dnmagukkal
asszocialodnak. Ez az asszociacio hidrofob kolesonha-
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tasok eredménye. Az olyan makromolekulak, amilye-
nek példaul a proteinek, a megfelel6 hidrofil csoporto-
kon kiviil kiterjedt hidrofob foltokkal rendelkeznek a fe-
lilletiikon. A hidrofob kdlesonhatasi kromatografia alap-
jat — legalabbis részben — ezeknek a hidrofob foltok-
nak a kromatografias toltetekhez kapcsolt hidrofob
ligandokkal kialakitott kdlcsonhatasa képezi. A matrix-
hoz kapcsolt hidroféb ligandot kiilonféle neveken emli-
tik, példaul hidrofob kolcsonhatési kromatografias tol-
tet, hidrofob kolcsonhatasi kromatografias gél vagy hid-
roféb kolcsonhatasi kromatografids oszlop. A protein
és a hidrofob kélcsonhatasi kromatografias toltet kozot-
ti kdlcsonhatas erdssége nemcsak a proteinen 1év6 nem
polaros és polaros feliiletek részaranyanak a figgvé-
nye, hanem nagyban befolyéasolja a nem poléros feliile-
tek eloszlasa és a hidrofob kdlcsonhatasi kromatografi-
as toltet kémiai jellege is.

A hidrofob kolcsonhatdsi kromatografids oszlopok
eldallitasahoz sokféle kromatografias toltetet hasznal-
nak. A leggyakrabban alkalmazott tdltetek kozé tartoz-
nak — egyebek mellett — példaul a kovetkez8k : agaroz,
szilicium-dioxid (kovasav, szilikagél), valamint szerves
polimer vagy kopolimer gyantdk. A jol alkalmazhaté
hidroféb ligandok magukban foglaljak — egyebek mel-
lett — peldaul a kovetkezdket: koriilbeliil 2—8 szénato-
mos alkilcsoportok, példaul butil-, propil- vagy oktil-
csoport és arilcsoportok, példaul fenilcsoport. A gélek
és oszlopok elballitasara szolgalo, hagyomanyos hidro-
fob kolesonhatasi kromatografias termékek a kovetkezd
cégektdl, az adott helyen megjelolt termékneveken vasa-
rolhatok meg. Pharmacia LKB AB., Uppsala, Svédor-
szig; terméknév: butyl-SEPHAROSE®, phenyl- vagy
butyl-SEPHAROSE® CL-4B, butyl-SEPHAROSE®
FF, octyl-SEPHAROSE® FF, valamint phenyl-SEPHA-
ROSE® FF. Tosoh Corporation, Tokié, Japan; termék-
név: TOYOPEARL ether 650, phenyl 650 vagy butyl
650 (Fractogel). Miles-Yeda, Rehovot, Izrael; termék-
név: alkyl-agarose (amelyben az alkilcsoport
2-10 szénatomos). J. T. Baker, Phillipsburg, New Jer-
sey, Amerikai Egyesiilt Allamok; terméknév: Baker-
bondWp—Hi—propyl.

A kivant hidrofob kdlesdnhatési kromatografias osz-
lopokat hagyoményos kémiai mddszerek alkalmazésa-
val is eléallithatjuk [lasd példaul: Er-el, Z. et al., Bio-
chem. Biophys. Res. Comm., 49., 383. (1972); vagy
Ulbrich V. et al., Coll. Czech. Chem. Commun., 9.,
1466 (1964)].

A ligandsirliség fontos paraméter, amelynek értéke
nemcsak a kolcsonhatés erdsségét, hanem az oszlop ka-
pacitasat is jelentdsen befolyasolja. A kereskedelem-
ben megvasarolhato fenil- vagy oktil-fenil-gélek ligand-
sirisége koriilbelil 40 pmol/gélagy-ml. A gélkapacitas
érteke a kérdéses konkrét proteint6l, a pH-értéktdl, a ho-
mérséklet értékétdl, a sotipustol és a koncentraciotol
fiigg, de altalaban 3 mg/gél-ml és 20 mg/gél-ml kozotti
nagysagu.

Az ezen a teriileten jartas szakember egyszertien ki
tudja valasztani a megfeleld gélt. Altaliban az alkil-li-
gandok lanchosszisdganak novekedésével nd a hidro-
fob kdlcsonhatasi kromatografids ligand és a protein ko-
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zotti kolcsonhatas eréssége is. A koriilbeliil 4-8 szén-
atomos ligandok a legtdbb elvalasztas céljara megfele-
16ek. A fenilcsoport hidrofobicitasa koriilbeliil ugyan-
olyan, mint egy pentilcsoporté, azonban a szelektivitas-
ban jelentds eltérés lehet a két csoport kdzott, amit elsé-
sorban a fenilcsoport és a proteinen 1év6 aromas csopor-
tok kozott fellépd, a pi-pi elektronpalyak kozotti kol-
csOnhatasok lehetGsége magyaraz. A szelektivitas a tol-
tetgyanta kémiai modositasaval is befolyasolhato.

A proteineknek a hidroféb kélcsonhatasi kromatogra-
fids oszlopon torténd adszorpcidjat elGsegitik a nagy
sokoncentraciok, de az aktualis koncentraciok jelentds
mértékben fiiggenek a protein jellegétdl és a valasztott
konkrét hidrofob kolcsonhatasi kromatografias ligand-
tol. A kiilénféle ionok egy (igynevezett ,,szolufob” sorba
rendezhetGk, amelyen beliil az egyes ionok helye attol
fugg, hogy eldsegitik-e a hidrofob kolcsdnhatasokat (ki-
sozasi effektusok) vagy pedig megtorik-e a viz szerkeze-
tét (kaotrop effektus) és igy a hidrofob kolcsonhatasok
gyengiiléséhez vezetnek. A kisdzasi hatds szempontja-
b0l a kationok a kovetkez6, névekvd sorrendben allnak :
Ba++<Cat+<Mg*+<Li*<Cs+*<Na*<K+<Rb*<NH,*.
A kaotrop effektus szempontjabol az anionok a kévetke-
208, ndvekvé sorrendben allnak:

PO,  <SO, <CH,;COO <CI <Br <NO; <ClO,
< <SCN.

Ennek megfelelden a kolcsonhatas erGsségét befo-
lyasol6 hatdsuk alapjén a sokat a kovetkezd sorrendbe
allithatjuk :
(NH,),S0,>Na,S0,>NaCl>NH,Cl>NaBr>NaSCN.

Altaldban kériilbeliil 0,75 M és koriilbeliil 2 M ko-
z0Otti ammonium-szulfat-koncentracidkat vagy koriilbe-
lil 1 M és koriilbelill 4 M kozotti natrium-klorid-kon-
centraciokat alkalmazunk.

A hémérséklet értékének a hidrofob kélcsonhatasi
kromatografids elvalasztasra gyakorolt hatasa meglehe-
tdsen bonyolult, de altalaban a hémérséklet értékének
csokkenése gyengiti a kdlcsonhatast. Ugyanakkor azon-
ban a hémérséklet értékének emelésével jaro eldnyos
hatdsokat alaposan mérlegelni kell, mivel a hGmérsék-
let ndvelése hatranyos hatast gyakorolhat példaul a pro-
tein stabilitasara.

A fokozatos vagy gradiens eliciot kiilonféle modo-
kon hajthatjuk végre: a) a sdkoncentracié valtoztatasa-
val, b) az olddszer polaritasanak valtoztatasaval, vagy
c) feliletaktiv anyagok (detergensek) hozzaadasaval.
A sokoncentracio csokkentésével az adszorbedlddott
proteinek a hidrofobicitas névekvd sorrendjében elua-
l6dnak. A polaritas véltoztatdsat oldoszerek, példaul
etilénglikol, propilénglikol vagy (izo)propil-alkohol
hozzaadasaval végezhetjiik, amelynek eredményeként
csokken a hidroféb kdlcsdonhatisok eréssége. A feliilet-
aktiv anyagok kiszoritjak a proteineket a toltetrdl; a
detergenseket a korabbiakban elsédlegesen a membran-
proteinek tisztitasaval kapcsolatban hasznaltak.

Jollehet azt mar korabban felismerték, hogy a hidro-
fob kolcsonhatasi kromatografia 6nmagaban felhasznal-
hat6 a 150 000 molekulatdmeg(i monomer IgG-nek az
aggregatumoktol és a hibas speciesektdl torténd elva-
laszt4sara, azonban — amint azt a fentiekben mar emli-
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tettiik — a hidrofob kolcsonhatdsi kromatografia nyuj-
totta lehetdségek killondsen elénydsen akkor hasznalha-
toak ki, ha a hidrofob kolcsonhatasi kromatografiat
egyéb proteintisztitasi eljardsokkal kombinalva alkal-
mazzuk. Mdsképpen kifejezve ez azt jelenti, hogy a hid-
roféb kdlesonhatasi kromatografiat elénydsen olyan ke-
verékek esetén hasznaljuk, amely keverékeket mas pro-
teintisztitdsi eljardsokkal eldzetesen mdar részlegesen
megtisztitottuk. A jelen leirasban alkalmazott ,,részlege-
sen tisztitott” vagy ,részlegesen megtisztitott” kifeje-
zés egy olyan proteinkészitményre vonatkozik, amely-
ben a kérdéses protein legalabb 5 témeg%, még elényo-
sebben legalabb 10 tomeg% és legelnyGsebben leg-
alabb 45 tdmeg% koncentracioban van jelen. A , keve-
rék” kifejezés azt jelenti, hogy a kivant monomer IgG
antitestmolekula 6ssze van keveredve nemkivanatos
szennyezbanyagokkal. A ,szennyezdanyagok” &ssze-
foglaldé név — egyebek mellett — példaul a kovetkezd
anyagok koziil egyidejiileg egyre vagy tobbre vonatko-
zik: immunglobulinaggregatumok, hibas formak, gaz-
dasejtprotein, az el6z8 kromatografias 1épésekbdl szar-
mazo6 visszamaradt anyag, példaul Protein A (ha alkal-
mazasra keriilt). A hidroféb kélcsonhatési kromatogra-
fia felhasznalhaté tehat az immunglobulinproteinek
mindenre kiterjedd tisztitasi eljarasanak részeként is,
példaul az affinitdskromatografias (ton tisztitott mono-
klonalis antitestek tovabbi tisztitasara. Igen hasznosnak
bizonyult példaul, ha a hidroféb kolcsonhatasi kroma-
tografia alkalmazasa eldtt egy kondicionalt sejttenyész-
t6 médium mintajat eldzetesen tisztitottuk. A jelen le-
irdsban alkalmazott ,.kondiciondlt sejttenyészté mé-
dium” kifejezés egy olyan sejttenyésztd médiumra vo-
natkozik, amely el8segiti a sejtndvekedést és/vagy a
sejtfenntartast, valamint amely tartalmazza a kivalasz-
tott terméket. Az ilyen médium mintajat a hidroféb kol-
csonhatasi kromatografias lépés alkalmazasa el6tt egy
vagy tobb proteintisztitasi lépésben el8zetesen tisztit-
juk. Els6 lépésként a mintat Staphylococcus Protein
A alkalmazasaval affinitaskromatografaljuk. Erre a cél-
ra igen j6l hasznalhaté a PROSEP—-A® (BioProcessing
Ltd., Nagy-Britannia), amely szabélyozott porusméretii
iiveghez kovalens kotéssel kapcsolt Protein A-bol 4ll.
Tovabbi jol alkalmazhato Protein A-készitmény a
SEPHAROSE® Fast Flow (Pharmacia AB., Uppsala,
Svédorszig) és a TOYOPEARL 650M Protein A (Toso
Haas Co., Tokid, Japan). Anionos vagy kationos kroma-
tografias toltetek eléallitasa érdekében matrixokhoz kii-
l6nféle anionos vagy kationos szubsztituenseket kap-
csolhatunk. Az anioncserélé szubsztituensek kozé tarto-
zik — egyebek mellett — példaul a (dietil-amino)-etil-
csoport (DEAE), a kvaterner amino-etil-csoport (QAE)
és a kvaterner amincsoport (Q). A kationcseréld szubsz-
tituensek kozé tartozik — egyebek mellett — példaul a
karboxi-metil-csoport (CM), a szulfo-etil-csoport (SE),
a szulfo-propil-csoport (SP), a foszfatcsoport (P) és a
szulfonétcsoport (S). A cellulézos ioncserélé gyantidk
kozé tartozik a DE23, a DE32, a DES2, a CM-23, a
CM-32 és a CM-52 (valamennyi: Whatman Ltd.,
Maidstone, Kent, Nagy-Britannia). Ismertek SEPHA-
DEX®-alapt és térhalésitott joncserélfk is. Ilyen pél-
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déul a DEAE-, QAE-, CM- és SP-SEPHADEX®, a
DEAE-, QAE-, CM- és SP-SEPHAROSE®, valamint a
SEPHAROSE® Fast Flow (valamennyi: Pharmacia
AB., Uppsala, Svédorszag). Felhasznalhatok tovabba
az etilénglikol/metakrilat kopolimerek DEAE- és CM-
szarmazékai is, amilyen példaul a TOYOPEARL
DEAE-650S vagy M, valamint a TOYOPEARL
CM-650S8 vagy M (valamennyi: Toso Haas CO., Phila-
delphia, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt Allamok).
Tekintettel arra, hogy az ioncseréld toltetrGl végzett eli-
ci0 szokasosan s6 hozzaadasaval jar egyiitt, és mivel
—~ amint azt a fentiekben mar emlitettiik — nagyobb
sokoncentraciok elénydsen befolyasoljak a hidroféob
kolcsonhatasi kromatografids elvalasztast, egy hidro-
fob kolcsonhatési kromatografias lépésnek az ioncserés
kromatografias 1épés vagy egyéb, soval végzett tisztita-
si lépés utani beépitése kiilondsen elényds. Tovab-
bi tisztitasi eljarasokat is alkalmazhatunk, amilyenek
— egyebek mellett — példaul a kdvetkezbk : tovabbi ion-
cserés kromatografia, méretkizarasos kromatografia, vi-
rusos inaktivalas, betdményités és fagyasztva szaritas.

Csak illusztracids céllal a taldlmany szerinti eljarast
felhasznaltuk az IgG izotipus tobb antitestjének a tiszti-
tasara. Kozelebbrdl a talalmany szerinti eljarassal meg-
tisztitottunk egy, a WO 92/04381 szamon kozzétett,
PCT/GB91/01554 szamu nemzetkdzi szabadalmi beje-
lentésben ismertetett és RSV-fert6zés kezelésére szolga-
16 humanizalt antitestet (ezt az anyagot a tovabbiakban
»RSHZ-19” antitestként hivatkozzuk), valamint egy, a
WO 93/02108 szamon kozzétett, PCT/US92/06194 sza-
mu nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben ismertetett és
a CD4-antigénnel specifikusan reaktiv kiméra antitestet
(ezt az anyagot a tovéabbiakban ,,CH-CD4” antitest-
ként hivatkozzuk). Az RSHZ—-19 és a CH-CD4 kimé-
ra antitest eldallitdsara szolgalé rekombindns rendsze-
rek Osszeallitasanak részletei az elGbbiekben hivatko-
zott szabadalmi dokumentumokban talalhatdk, itt csak
rovid Osszefoglalasukat ismertetjiik.

Egy, az RSHZ—-19-et kodolo szekvenciat tartalma-
z0 expresszios plazmidot pSV2dhfr-rel egy dhfr-t igény-
16 kinaihoresog-petefészek sejtvonalba (CHODUXBII)
kotranszfektaltuk. A transzfekcidt tenyésztémédiumban
hajtottuk végre, és a kovetkezd helyen ismertetett kal-
ciumkoprecipitacio/glicerinsokk eljarast alkalmaztuk:
DNA Cloning, D. M. Glover ed. (Chap. 15, C. Gorman).
A transzfekeio utén (és a szelekcios eljaras el6tt) a sejte-
ket (a fentiekben ismertetett) tenyésztési koriilmények
kozott 46 Oran keresztiil tenyésztdmédiumban tartottuk.

A szelekciot és a koamplifikdcids eljarast lényegeé-
ben a kovetkez6 helyen ismertetetteknek megfelelGen
végeztik: R. J. Kaufman et al.,, Mol. Cell. Biol., 5.,
1750-1759. (1985). A transzfekcid utéan 46 draval a sej-
tek feletti médiumot szelektiv médiumra [MEM
ALPHA (041-02571), 1 tdmeg% glutamin, 1 témeg%
per/strep (043-05070 és dializalt magzatborjuszérum
(220-6300AJ (Gibco, Paisley, Nagy-Britannia)] cserél-
tik. A sejteket 8—10 napon keresztiil a szelektiv médi-
umban tartottuk, amig megjelentek a dhfr+-telepek.
Amikor a telepek megszilardultak, a sejtek feletti mé-
diumot methotrexate-ot (A6770, Sigma Chemical
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Company, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok) tartalmazé szelektiv médiumra cseréltiik. A me-
thotrexate-koncentracio értéke kezdetben 0,02 uM volt,
amelyet fokozatosan 5 pM-ra emeltiink. Az amplifi-
kécios eljaras ideje alatt a ndvekvd sejtekrdl nyert te-
nyészt6kozeg-mintdkat az RSHZ—-19-termelésre nézve
humén IgG-vel vizsgaltuk. A taldlmany szerinti tisztita-
si eljaras céljaira barmilyen antitestet kivalasztd rekom-
binans sejtvonalat felhasznalhatunk, nincs sziikség
konkrét, meghatarozott sejtvonal alkalmazdsara.

Az RSHZ-19 termelésére alkalmas transzfektalt
CHO-sejtvonalat kiilonféle sejttenyésztési modszerek
alkalmazasaval tenyészthetjiik. A taldlmany szerinti
tisztitdsi eljaras szempontjabol a konkrét tenyésztési el-
jaras nem kritikus.

Amint azt a fentiekben mar emlitettiik, a konkrét ter-
meldrendszer és a konkrét sejttenyésztési eljaras a jelen
talalmany oltalmi kérén kiviil esik. A fentiekben bemu-
tatott rendszer és eljaras csak egy az ezen a teriileten jar-
tas szakember szamadra ismert tobbféle lehetdség koziil,
amely rendszert és eljarast csak illusztrativ jelleggel is-
mertettiink. A jelen taldlmany tulajdonképpeni targyat
képez3 tisztitasi eljaras rutinszeri modositasokkal a leg-
kiilénbdzébb antitestek vagy antitestszeri proteinek
esetén is alkalmazhatd fiiggetleniil attdl, hogy az anti-
testeket vagy az antitestszerd proteineket milyen maéd-
szerrel termelték vagy tenyésztették. Példaul a talal-
many szerinti eljarassal egy CD4 kiméra monoklonalis
antitestet is megtisztitottunk.

A taldlmany szerinti eljaras végrehajtasa Gtjan nyert
tisztitott antitestek a kovetkezd jellemzikkel rendelkez-
nek: 1. 97 tomeg%-nal nagyobb antitestprotein-kon-
centracio; 2. 4 °C hémérsékleten legalabb harom héona-
pon keresztil stabilak a proteolitikus degradacioval
szemben; 3. alacsony (<0,1 E.U./protein-mg) endoto-
xinmennyiség; 4. alacsony (<1 pg/protein-mg) DNS-
mennyiség; 5. 5 tomeg%-nal kisebb nem antitestpro-
tein-koncentracio és 6. virusosan inaktivak. A kévetke-
z§ példék a talalmany tovabbi illusztracidjat szolgaljak;
a példdk nem korlatozzak a szabadalmi igénypontok al-
tal meghatarozott oltalmi kort.

I példa

Bevezetés

Az alabbiakban ismertetett eljarast egy respiratory
syncytial virus (RSV) elleni monoklonalis antitest izola-
laséra €s tisztitdsara fejlesztettiik ki. Ez az antitest egy
CHO sejtekben expresszalt ,humanizalt” 1gG; a te-
nyésztést kevertetett tankbioreaktorban végeztikk. Az
antitest teljesebb leirasa a WO 92/04381 szamon k6zzé-
tett, PCT/GB91/01554 szamu nemzetkodzi szabadalmi
bejelentésben talalhaté meg (ezt az antitestet a tovab-
biakban ,,RSHZ~19” antitestként hivatkozzuk a jelen
leirasban). Az eljarast Ggy terveztiik meg, hogy az
RSHZ—-19-et 95%-ndl nagyobb tisztasidgban nyerjiik
annak révén, hogy a gazdasejtbdl, a sejttenyészté mé-
diumbdl vagy az egyéb nyersanyagokbol szdrmazod
szennyezOanyagokat eltavolitjuk. Az eljaras a legeld-
nydsebb megoldas értelmében harom tisztitasi lépést
(Protein A-affinitaskromatografia, kationos ioncserés
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kromatografia és hidrofob kdélcsonhatasi kromatogra-
fia), két virusinaktivacids 1épést, valamint a terméknek
egy véalasztott végsé pufferbe torténd étvitele érdekeé-
ben egy diafiltralési 1épést tartalmaz (lasd az 1. 4brat).
Valamennyi 1épést szobahdmérsékleten (18-25 °C)
hajtjuk végre. A pufferek mindegyikét WFI-vel allitjuk
elG és a felhasznalas el6tt 0,2 pm-es szrdn vagy egy
10 000 MWCO membranon szdrjiik keresztil. A puf-
ferkészitményeket az alabbi 1. tablazatban ismertet)iik.
A2.,4.,6.¢s 8. tablazat — az elGbbi sorrendnek megfe-
leléen — az IA., IB., IC. és ID. példa soran alkalmazott
oszlopok paramétereit foglalja dssze. A 3., 5., 7. €és 9.
tablazatban — az elébbi sorrendnek megfeleléen — az
IA., IB,, IC. és ID. példa tisztitasi eredményeit Ossze-
gezziik.

Az eljaras elsG lépése (Protein A-affinitaskroma-
tografia ProSep A oszlopon) kiilonbdzé mennyisé-
gl sejtmentes tenyésztéfolyadékkal (cell-free culture
flmd, CCF) gyorsan ciklizalhato, és az oszlopkapa-
citas a ProSep A 1 literére vonatkoztatva korilbeliil
15 gramm RSHZ-19. Példaul 400-500 g IgG-t tartal-
mazo6 500 liter CCF koriilbeliil 5-6 ciklusban feldol-
gozhat6. Az eljaras késdbbi lépései [kationcserés kro-
matogréafia (Cation Exchange Chromatography, CEC)
és hidrofob kolcsonhatasi kromatografia (HIC)] ciklu-
sonként hozzavetdleg 130—140 gramm RSHZ-19 fel-
dolgozasara alkalmasak. Ennek megfeleléen 400—-500 g
IgG-t tartalmazo 500 liter tenyészetet a ProSep A tolte-
ten végzett megkdotés utan harom késébbi ciklusban dol-
gozunk fel.

Igazolt tény, hogy a hidroféb kdlcsénhatasi kroma-
tografia eltavolitja a Protein A-oszloprol az eltcio ideje
alatt leszakadt Protein A-t (lasd: IA-D. példa). Ezen
tilmenden a hidrofdb kolesénhatasi kromatografias osz-
lopon az IgG-aggregatumok is eltavolithatok, amint az
az IC. és az ID. példaban lathato.

Az eljaras leirdsa tetszés szerinti méretekhez alkal-
mazhato; a felsorolt linearis dramlasi sebességek fiigget-
lenek az oszlopatmér6tdl, a feltdltési (loading) ardnyok
egységnyi oszloptérfogatra vonatkoztatott tomegerte-
kek. A példak 1 grammos, 40 grammos és 125 gram-
mos tételekkel végzett miveletekre és kinyerésekre vo-
natkoznak (IA—ID. példa).

A tisztitasi eljaras leirdsa

A sejteknek a tenyészetbdl torténd eltavolitasa

A tenyésztéfolyadék lesziireteléséhez a sejteket egy
65 pum-es sziirGvel ellatott tangencialis aramlasi mik-
rosziirGberendezés (Prostak) alkalmazasaval tavolitjuk
el. A terméket a sziirletben (permedtumban) nyerjiik.
Kis térfogati tenyészet esetén centrifugalast is alkal-
mazhatunk.

A Protein A-val végzett affinitaskromatografias

megkotes

Az IgG-t eldzetesen PBS-sel ekvilibralt ProSep
A (BioProcessing Ltd.) oszlopon végzett adszorpcios
kromatografiaval nyerjiikk ki a CCF-b6l. A médiumot
legfeljebb 1000 cm/6ra dramlési sebességgel, az oszlop-
térfogat 1 literére vonatkoztatva legfeljebb 15 gramm
IgG feltdltési ardny mellett visszik fel az oszlopra. Az
oszlop feltdltése utan az oszlopot legalabb haromszoros
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oszloptérfogatnyi, 0,1 M glicint tartalmazé PBS-sel
mossuk. Az RSHZ-19-et alacsony pH-értékii pufferrel
eludljuk, amelynek soran hozzavetSleg hiromszoros
oszloptérfogatnyi elticids puffert alkalmazunk.

A Protein A-kromatografia eltavolitja a sejtekbdl és
a médiumbol szarmazo szennyezbanyagok (kiilondsen
az ataramlo folyadékban és a moséfrakciokban 1év3
protein és DNS) nagy részét, és a tovabbi eljarasi 1é-
pésekhez betéményiti az RSH-19-et az elicios puf-
ferben.

A savas pH-n végzett virusinaktivalds

(adott esetben végrehajtando lépés)

A Protein A-oszlop eludtumat &sszegytjtjiik és
2,5 M sosavoldat hozzaadasaval pH 3,5 érték eléréséig
megsavanyitjuk. Az oldatot athelyezziik egy masodik
edénybe, majd a virusok inaktivéalasa érdekében a pH ér-
tékét legalabb 31 percen keresztiil 3,5-6n tartjuk. Ezt k-
vetden Tris-puffer hozzaadasaval a pH értékét visszaal-
litjuk 5,5-re. Az igy nyert oldatot el6bb egy elész{irén
(Millipore Polygard vagy ezzel ekvivalens), majd egy
sterilizalt 0,2 pm-es szlrén (Millipore Millipak vagy ez-
zel ekvivalens) atsziirjiik, ezt koveten pedig 4 °C hé-
mérsékleten steril tartalyokban taroljuk vagy lefagyaszt-
Juk és —70 °C hémérsékleten tartjuk.

A 3,5-6s pH-n végzett kezelés biztositja a virusok
inaktivalodasat, mig az 5,5-6s pH-értékre torténd bealli-
tas el8kesziti az oldatot a kationcserés kromatografia-
hoz (CEC). Kivént esetben a 3,5-0s pH-értéken végzett
kezelés elhagyhato.

Kationcserés kromatogrdfia

A megfelel6 pH-n végzett kezeléssel inaktivalt Pro-
tein A-eluatumot CM SEPHAROSE FF (Pharmacia
AB., Uppsala, Svédorszag) oszlopon kationcserés kro-
matografiaval tovabb tisztitjuk. A mintat 150 cm/6ra
dramldsi sebességgel, a CM SEPHAROSE 1 literére vo-
natkoztatva legfeljebb 20 gramm proteinfeltoltési arany
mellett vissziik fel az ekvilibralt oszlopra. Az oszlop fel-
toltése utan az oszlopot 3—5-sz6rds oszloptérfogatnyi
ekvilibracios pufferrel mossuk. A terméket 3 —5-szoros
oszloptérfogatnyi elicids pufferrel elualjuk.

A kationcserés kromatografia eltavolitja a protein
és a nem protein jellegli szennyezGanyagokat.

A guanidinnel végzett virusinaktivalas

A kationcserés eluatumot félszeres térfogath guani-
din-tdrzsoldat lassu, keverés kozben végzett hozzaada-
saval beallitjuk koriilbeliil 2,0 M guanidin-hidroklorid-
koncentréciora. A reagens beadagolasanak sebességét
ugy valasztjuk meg, hogy a beadagolas koriilbeliil
5-15 percig tartson. Az oldatot athelyezziik egy maso-
dik edénybe, majd a virusinaktivalas végrehajtésa érde-
kében 30 percen keresztiil allni hagyjuk. Ezt kévetSen
keverés kozben lassan azonos térfogati ammoénium-
szulfat-torzsoldatot adunk az oldathoz, azonnal vég-
rehajtjuk a hidrofob kélcsonhatasi kromatografias
lépést. A reagens beadagolasanak sebességét igy va-
lasztjuk meg, hogy a beadagolas koriilbeliil 5—15 per-
cig tartson.

A guanidines kezelés egy masodik virusinaktiva-
ciods 1épést biztosit, ha egy savas inaktivacios lépést al-
kalmazunk, és az ammonium-szulfatos beadagolas utan
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az RSHZ-19-et oldhat6é formaban tartjuk. Az ammo-
nium-szulfat beadagoldsa a guanidin higitasara szolgal
és eldkesziti az oldatot a hidrofob koélcsdnhatasi kroma-
tografias 1épéshez.

A hidrofob kélcsénhatasi kromatogrdfia

A guanidinnel kezelt oldatot oly médon tisztitjuk to-
véabb, hogy az oldatot felvissziik egy ekvilibracios puffer-
rel el6zetesen ekvilibralt TOYOPEARL Phenyl-650M
toltetet tartalmazo hidrofob kolcsonhatasi kromatogra-
fids oszlopra. A guanidinnel kezelt oldatot 150 cm/6ra
aramlasi sebességgel, a TOYOPEARL Phenyl-650M
toltet 1 literére vonatkoztatva legfeljebb 20 gramm pro-
teinfeltoltési arany mellett vissziik fel az oszlopra. Az
oszlop feloltése utan az oszlopot 3—5-sz6ros oszloptérfo-
gatnyi ekvilibraciés pufferrel mossuk. Ammoénium-
szulfat linedrisan csdkkend gradienst alkalmazunk
100-150 cm/6ra dramlasi sebességgel, és az RSHZ-19-
et egyetlen f6 csticsként nyerjik, mig a szennyez@anya-
gok a gradiensben késdbb elualodnak. A gradiens esése
koriilbeliil 20 oszloptérfogat, 100% ekvilibracids puffer-
rel kezdve és 100% gradiens pufferrel (1,350 M am-
monium-szulfat) befejezve. A csicshoz tartozéd frakcio-
kat a maximalis csucsabszorbancia 20%-aig csokkend
abszorbanciaig gyQjtjiikk Ossze; ezt kovetden a termék-
frakciok gyljtését befejezzilk. A gradiens végét kove-
toen az oszlopot koriilbeliil haromszoros oszloptérfogat-
nyi lemosé- (strip) pufferrel mossuk.

A hidrofob kolcsonhatasi kromatografias 1épés elta-
volitja a tovabbi protein és nem protein jellegl szennye-
z6anyagokat, kiilonosen a Protein A-t, az IgG-aggre-
gatumokat és a gazdasejt DNS-t.

A betoményités, a diafiltralas és a végso sziirés

A hidroféb kolesonhatasi kromatografids eludtumot
egy 30 000 MWCO (cut-off) sziirGvel ellatott, tangen-
cialis aramlasu ultrasziiréberendezés (példaul egy
Millipore CUF) alkalmazasaval korilbelil 10 milli-
gramm/milliliter koncentraciéra toményitjiik, egy meg-
feleld pufferbe diafiltraljuk, majd egy sterilizalt
0,2 pm-es (Millipore Millipak vagy ezzel ekvivalens)
szlirdn at sterilizalt tartalyokba sziirjiik.

Az eljaras kézben végrehajtott vizsgalatok

Az eljaras ideje alatt bizonyos eljarasi intermediere-
ket vizsgalunk, példaul OD280 alkalmazésaval vagy
Bradford-vizsgalattal mérjiik a teljes proteinkoncent-
vagy natrium-szulfat—poliakrilamid gélelektroforézis
(SDS-PAGE) alkalmazisaval mérjik. Az aggregalo-
dott terméket méretkizarasos HPLC alkalmazasaval,
TSK3000 SWXL tolteten hatdrozzuk meg, mig a Pro-
tein A-maradékot ELISA alkalmazasaval mérjiik.

A frakciok ésszeontésének kritériumai

A Protein A-oszloprol és a kationcserés lépésbél
szarmazo eluatumfrakcidkat az UV-detektélassal nyert
kromatogram alapjan ontjiik Ossze, €s az egész csucsot
Osszegydjtjik. A hidroféb kolcsonhatasi kromatogra-
fias lépésben kapott eluatumot az UV-detektalassal
nyert kromatogram alapjan onsztjiik 0ssze, és a csucs-
hoz tartozo6 frakciokat addig gytijtjiik, amig a cstcs le-
szallod again a csucsmaximum 20%-at érjiik el. A hidro-
fob kolesonhatdsi kromatogréafia utolsd frakceidi tartal-
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mazzak a Protein A és az aggregalodott IgG-k legna-

gyobb részét.
1. tablazat
Pufferkészitmények
A puffer neve A puffer osszetétele
PBS 20 mM natrium-foszfat,
150 mM nétrium-klorid,
pH7
PBS/glicin PBS+0,1 M glicin
ProSep eliicios puffer 25 mM citrat, pH 3,5
CM SEPHAROSE 10 mM citréat, pH 5,5

ekvilibracios puffer

CM SEPHAROSE
eluciés puffer

40 mM citrat, 100 mM
nétrium-klorid, pH 6

Guanidin térzsoldat

6 M guanidin-hidroklorid,
50 mM néatrium-foszfat,
pH7

2,6 M ammonium-
szulfat-torzsoldat

2,6 mM ammonium-szulfat,
50 mM natrium-foszfat,
pH7

2,0 M ammoénium-
szulfat-torzsoldat

2,0 mM amménium-szulfiat,
50 mM natrium-foszfat,
pH7

Phenyl-650 ekvilibracids
puffer

1,3 mM ammoénium-szulfit,
50 mM natrium-foszfat,
pH7

Phenyl-650 gradiens-
puffer

50 mM natrium-foszfat,
pH7

Butyl-650 ekvilibracios
puffer

1,0 mM ammoénium-szulfat,
50 mM natrium-foszfat,
pH7

Butyl-650 grandiens-
puffer

50 mM natrium-foszfat,
pH7

Hidrofob kélcsonhatési
kromatografias lemos6-
puffer

0,2 M natrium-hidroxid

1A. példa: Az RSHZ—-19 tisztitasa 1 grammos mennyi-
ség és TOYOPEARL Phenyl-650M alkal-
mazasaval
Egy 5 literes (20 cm atmérdji és 16 cm hosszsagi)
ProSep A affinitdskromatografias oszlopot 5,2 li-
ter/perc aramlasi sebesség mellett PBS-sel (lasd: 1. tab-
lazat) ekvilibraltunk. Egy literenként 0,8 g RSHZ-19
monoklonalis antitestet tartalmazé kondicionalt sejtte-
nyésztd médium 100 liternyi mennyiségét a fentiekben
ismertetetteknek megfeleléen mikroszlréssel szirtiik,
majd 5,2 liter/perc aramlasi sebesség mellett feltol-
tottiik az oszlopra. A feltdltés befejezése utan 5,2 li-
ter/perc dramlasi sebesség mellett korilbelil 15 liter
PBS/glicint vittiink fel az oszlopra. Az IgG-t 15-20 li-
ter ProSep A eluciés puffer alkalmazasdval elualtuk.
A nem kotott csuicsokat €s az elicids csticsot tartalma-
z6 frakciokat HPLC alkalmazasaval megvizsgaltuk az
IgG-tartalomra nézve. Az eludtum mennyisége koriilbe-
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liil 15 liter volt, amely literenként hozzavetSleg 5 milli-
gramm proteint tartalmazott.

Az ellci6 utan a minta pH-jat 2,5 M sésavoldat hoz-
zaadasaval azonnal 3,5-re Allitottuk be, az oldatot k6-

dinkoncentracioja 1 M, ammoénium-szulfit-koncentra-
cidja 1,3 M volt. Az amménium-szulfattal kezelt oldatot
felvittiik egy 80 milliliteres (3,2 cm atmérdjii és 10 cm
hosszusagu), elézetesen Phenyl ekvilibracios pufferrel

riilbeliil 30 percen keresztiil lini hagytuk, majd hozza- 5 ekvilibralt TOYOPEARL Phenyl-650M oszlopra. A ki-
vetbleg 350 ml 1 M Tris-bazis hozzaadasaval a pH-ér- sérlet soran az aramlasi sebesség értéke 20 ml/perc volt.
tékét 5,5-re allitottuk be. A pH 5,5-re torténé beallita- A feltoltés befejezése utdn az oszlopot koriilbeliil
saval végzett semlegesités utdn a mintat elébb egy 350 ml Phenyl ekvilibracios pufferrel mostuk. Az IgG-t
0,1 pm-es Polygard CR szilir6n, majd egy steril lineéris gradiens alkalmazasaval elualtuk, amelyet 85%
0,2 pm-es Millipak 200 sz{ir6n keresztiil steril tartaly- 10 ekvilibraciés/15% gradienspufferrel kezdtiink, majd
ba sziirtiik. A szlirletet 4 °C hémérsékleten taroltuk. 18-19 oszloptérfogatnyi mennyiség utdn 0% ekvilib-
Megvizsgaltuk a szlirlet mintait HPLC alkalmazasa- raci6s/100% gradienspufferrel fejeztiink be. Ennek meg-
val az IgG-tartalomra nézve, valamint a 280 nm hul- felelGen a kezdeti ammonium-szulfit-koncentracid hoz-
lamhosszon mért abszorbancia alapjan a teljes protein- zavetSleg 1,1 M, mig a befejezési ammonium-szulfat-
tartalomra nézve. ELISA-eljarassal a mintdk Protein 15 koncentracié 0 M volt. A gradiens véltozasa az eliiciés
A-tartalmat is analizaltuk. Ezt a 3,5-6s pH-értéken ke- pufferben oszloptérfogatonként koriilbelil 4,7%-0s no-
zelt és szirt ProSep A-eluatumot alkalmaztuk az IA., vekedés volt, vagy masképpen kifejezve, oszloptérfo-
IB. és IC. példaban a CM SEPHAROSE oszlop feltolté- gatonként —0,061 M ammonium-szulfat volt. Az IgG ko-
sére. riilbeliil 7 oszloptérfogatnyi gradiensmennyiség utin
A 3,5-6s pH-értéken kezelt és szfirt ProSep A-elua- 20 kezdett az oszloprol elualodni, és az IgG elucidja hozza-
tumot 38 ml/perc aramlési sebességgel kozvetleniil fel- vetSleg 13 oszloptérfogatnyi gradiensmennyiség utan fe-
vittilkk egy 220 milliliteres (4,4 cm atmérgja és 15 cm Jezddott be (ennek sordn az ammonium-szulfat-kon-
hosszisagu), elézetesen CM ekvilibracios pufferrel centracio korilbeliil 0,7 M-rél koriilbeliil 0,3 M-ra csok-
ekvilibralt CM SEPHAROSE FF oszlopra. A feltdltés kent). Az eludlt frakciokat az UV-elnyelés alapjan addig
befejezése utdan 38 mi/perc aramlasi sebesség mellett 25 gylijtottik Ossze, amig a csiics leszallo dgain az abszor-
hozzavetSleg 700 ml CM ekvilibracids pufferrel mos- bancia értéke a csuicsmagassag 20%-at el nem érte. Ezt
tuk. Az IgG-t 38 ml/perc aramlési sebességli CM elu- kdvetben a tovabbi eludtumokat egy masik edénybe
cios puffer alkalmazasaval elualtuk. Az [gG kériilbeliil gyujtottik (zardfrakeid). A gradiens végét kovetGen az
egy agytérfogatnyi eliicios puffer atfolyasa utan jott le oszlop regeneralasa érdekében koriilbelil 250 ml hidro-
az oszloprol. CM SEPHAROSE-eluatumként a teljes 30 fob kolcsonhatasi kromatografias lemosopuffert vittiink
cstcsot OsszegyUjtottiik. A nem kotott cstcsok frakcioit, fel az oszlopra. A Phenyl oszloptoltet nem kotott frakcio-
az eluatumot és a lemosofrakciokat Osszegyijtottiik, it, eluatumat, zarofrakcidjat és a lemosopuffer frakcidjat
majd a fentiekben ismertetetteknek megfelelden vizs- a fentiekben ismertetetteknek megfelelGen vizsgaltuk az
galtuk az IgG-tartalmat, a teljes proteintartalmat €s a IgG-tartalomra, a teljes proteintartalomra és a Protein
Protein A-tartalmat. Az eludtum mennyisége koriilbe- 35 A-tartalomra nézve. Az eludtum mennyisége koriilbeliil
lil 160 milliliter volt, amely milliliterenként hozzavet3- 300 milliliter volt, amely milliliterenként hozzévetGleg
leg 12 milligramm proteint tartalmazott. Ezt a CM 2,4 milligramm proteint tartalmazott.
SEPHAROSE-eludtumot két azonos, koriilbeliil 80 ml- A 2. tablazatban foglaltuk dssze ennek a példanak
es részre osztottuk, és ezeket haszndltuk fel az IA. és az oszlopparamétereit. Az egyes lépések termék- és
IB. példaban a hidrofob kolcsonhatasi kromatografidas 40 proteinkinyerési adatait a 3. tdbldzatban tiintetjiik fel;
oszlop feltoltesére. ugyanitt adjuk meg a Protein A-tartalom értékeit is,
A CM SEPHAROSE-eluatum 80 milliliternyi amelyeket (nanogramm Protein A)/(milligramm IgG)
mennyiségéhez egyenletes keverés kozben lassan hozza- (ng/mg) egységben fejeziink ki. Amint az a 3. tablazat
adtunk osszesen 40 ml guanidin térzsoldatot. fgy a viru- adataibol lathato, a Phenyl—650M tolteten végzett hid-
sok inaktivalasahoz az oldat guanidinkoncentraciojat 45 roféb kolcsdnhatasi kromatografia eredményeként a
2 M-ra allitottuk be. A guanidinnel kezelt oldathoz keve- Protein A mennyisége koriilbeliill negyedrészére csok-
rés kozben hozzdadtunk oOsszesen 120 ml 2,6 M am- kent, ugyanakkor a kihozatal hozzavet6leg 94%-os érté-
monium-szulfat-térzsoldatot. Az igy nyert oldat guani- ki volt.
2. tablazat
Oszlopparaméterek 1 grammos mennyiség ¢s TOYOPEARL Phenyl—650M alkalmazasa esetén
Lépés Oszloptérfogat Oszlop Feltdliési arany Aramlisi schesség
(titer) atmérd x hossz
(cm) (cm/6ra) (ml/perc)

ProSep A 5,0 20x16 16,0 g/liter agytérfogat 1000 5200

CM SEPHAROSE FF 0,22 44x15 9,1 g/liter agytérfogat 150 38

Phenyl-650M 0,08 32x10 10,4 g/liter agytérfogat 150 20

10
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3. tabldzat
Az IA. példa szerinti tisztitds dsszefoglalasa
(1 grammos mennyiség és TOYOPEARL Phenyl-650M alkalmazésa)

Lépés Tetogat i) | RSHZ. 19 OSS(Z;;E::)C A lépé(i/‘l,])ozama P(rs;imng :
(gramm)

Sejtmentes tenyésztéfolyadék 100 80,3 nincs adat - 0
ProSep A-eluatum 15,8 73,8 80,4 92 20,2
CM SEPHAROSES-feltoltés (0,4)d (1,87) (2,04)
CD SEPHAROSE-eluatum 0,16 2,01 1,88 100 14,5
Phenyl-650M¢d-feltoltés (0,21)d (0,72)¢ (0,83)¢
Phenyl-650M-eluatum 0,31 0,68 0,73 94 3,5
Phenyl zaréfrakcio 0,59 0,075 0,10 - 133
Osszesitett kihozatal (%) 86

a HPLC-vel
b abszorbancia 280 nm-nél; 1,27 ml-mg-!-cm~!
¢ELISA alkalmazasaval

d Az ¢18z8 oszloprol nyert cludtumnak csak cgy részét vittiik tovabb (lasd a leirast).

¢ A Protcin A-clsbdleges a zardfrakcioba aramlik.

IB. pelda: Az RSHZ-19 tisztitasa 1 grammos mennyi-
ség és TOYOPEARL Butyl-650M alkalma-
zasaval

Ebben a kisérletben ugyanazt a CM SEPHAROSE-
eludtumot alkalmaztuk, mint amelyet az IA. példaban is-
mertettiink, azonban a hidrofob koélcsénhatasi kromatog-
rafids lépést TOYOPEARL Phenyl-650M toltet helyett
TOYOPEARL Butyl-650M toltetet alkalmazva hajtot-
tuk végre. A CM SEPHAROSE-eluatum eldallitasat a
fenti IA. példaban ismertetjiik.

A CM SEPHAROSE-eluatum 80 milliliternyi
mennyiségéhez egyenletes keverés kozben lassan hoz-
zaadtunk dsszesen 40 ml guanidin torzsoldatot. fgy a vi-
2 M-ra allitottuk be. A guanidinnel kezelt oldathoz ke-
verés kozben hozzaadtunk Osszesen 120 ml 2,0 M am-
moénium-szulfat torzsoldatot. Az igy nyert oldat guani-
dinkoncentracidja 1,0 M, ammonium-szulfat-koncent-
racioja ugyancsak 1,0 M volt. Az ammodnium-szulfattal
kezelt oldatot felvittikk egy 80 milliliteres (3,2 cm at-
mér6jii és 10 cm hosszusagu), elézetesen Butyl
ekvilibracios pufferrel ekvilibralt TOYOPEARL Bu-
tyl-650M oszlopra. A kisérlet soran az aramlasi sebes-
ség értéke mindvégig 20 ml/perc volt. A feltdltés befeje-
zése utan az oszlopot koriilbelil 350 ml Butyl ekvi-
libracios pufferrel mostuk. Az IgG-t lineéris gradiens al-
kalmazéséaval eludltuk, amelyet 65% ekvilibracids/35%
gradienspufferrel kezdtilink, majd 12— 13 oszloptérfogat-
nyl mennyiség utdn 20% ekvilibraciés/80% gradiens-
pufferrel fejeztiink be. Ennek megfeleléen a kezdeti
ammonium-szulfat-koncentracié hozzavetdleg 0,65 M,
mig a befejezési ammonium-szulfat-koncentracio
0,2 M volt. A gradiens valtozasa az elucids puffer-
ben oszloptérfogatonként koriilbeliil 3,3%-0s nove-
kedés volt, vagy masképpen kifejezve, oszloptér-
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fogatonként —0,033 M ammonium-szulfat volt. Az IgG
koriilbeliil 2 oszloptérfogatnyi gradiensmennyiség utan
kezdett az oszloprdl elualddni, és az IgG elicidja hoz-
zavetdleg 9 oszloptérfogatnyi gradiensmennyiség utdn
fejez6dott be (ennek soran az ammoénium-szulfat-
koncentrécié korilbeliil 0,58 M-rol koriilbelil 0,35 M-
ra csokkent). Az eludlt frakciokat az UV-elnyelés alap-
jan addig gytjtottiik dssze, amig a csics leszalld dgain
az abszorbancia értéke a csiicsmagassig 10%-at el nem
érte. Ezt kovetGen a tovabbi eludtumokat egy ma-
sik edénybe gyijtottiik (zardfrakeid). A gradiens végét
kovetben kériilbeliil 250 ml Butyl gradienspuffert vit-
tiink fel az oszlopra, igy egy kis cstcs elualddott, ame-
lyet szintén Osszegy(jtéttink. Ezt kovetéen az osz-
lop regeneraldsa érdekében koriilbelil 250 ml hidro-
fob kolcsonhatdsi kromatografias lemosopuffert vit-
tiink fel az oszlopra. A Butyl oszloptoltet nem kotott
frakcioit, eluatumat, zarofrakcidjat és a lemosdpuffer
frakciojat a fentiekben ismertetetteknek megfele-
16en vizsgaltuk az IgG-tartalomra, a teljes proteintar-
talomra és a Protein A-tartalomra nézve. Az eludtum
mennyisége koriilbeliil 400 milliliter volt, amely millili-
terenként hozzévetdleg 1,5 milligramm proteint tartal-
mazott.

A 4. tablazatban foglaltuk Ossze ennek a példa-
nak az oszlopparamétereit. Az egyes lépések termék-
¢s proteinkinyerési adatait az S. tablazatban tiintetjiik
fel; ugyanitt adjuk meg a Protein A-tartalom értékeit
is, amelyeket (nanogramm Protein A)/(milligramm
IgG) (ng/mg) egységben fejezink ki. Jollehet az 1gG
hozama kisebb, mint az IA. példaban (79% a 95%-
kal szemben), a hidrofob kélcsénhatasi kromatog-
rafids 1épésben alkalmazott Butyl-650M hataséra a
Protein A-tartalom kériilbeliil a huszadrészére csok-
kent.
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4. tabldzat
Oszlopparaméterek 1 grammos mennyiség és TOYOPEARL Butyl—650M alkalmazasa esetén
Lépés Oszloptérfogat Oszlop Feltoltési arany Aramlési sebesség
(liter) atmér6 x hossz
(cm) (cm/6ra) (ml/perc)
CM SEPHAROSE FF 0,22 44x15 9,1 g/liter agytérfogat 150 38
Butyl-650M 0,08 3,2x10 10,4 g/liter agytérfogat 150 20
5. tablazat
Az IB. példa szerinti tisztitds osszefoglalasa
(1 grammos mennyiség és TOYOPEARL Butyl-650M alkalmazasa)
Lépés Térfogat Osszes RSHZ-192 Osszcs protein® A 1épés hozama Protein A¢
(liter) (gramm) (gramm) (%) (ng/mg)
S(?Jtmentes tenyésztéfolya- 100 80,3 nincs adat B 0
dék
ProSep A-eluatum 15,8 73,8 80,4 92 20,2
CM
d d d
SEPHAROSE!-feltoltés (04 (1.87) (2,04)
€D SEPHAROSE- 0,16 2,01 1,88 100 14,5
eludtum
Butyl-650Md-feltsltés (0,21)¢ (0,76)4 (0,86)¢
Butyl-650M-eluatum 0,41 0,60 0,62 79 0,7
Butyl-zaréfrakciod 0,40 0,03 0,03 - 31,4ef
Butyl-lemosofrakeid 0,53 0,10 0,10 - nincs adats
Osszesitett kihozatal (%) 73
Tomegmérleg (a feltoltés 95
%-aban)
aHPLC-vel

b abszorbancia 280 nm-nél; 1,27 ml-mg-!-cm-!
¢ ELISA alkalmazéasaval

4 Az ¢l826 oszloprél nycrt eludtumnak csak cgy részét vittiik tovabb (lasd a Icirast).

¢ A Protcin A-clsédicges a zarofrakcioba dramlik.
fA zarorész a felvitt anyag 3%-4t tartalmazza.
£ A lemosofrakeiok a feltoltott protein 13%-at tartalmazzak.

IC. példa: Az RSHZ—-19 tisztitasa 40 grammos mennyi-
ség és TOYOPEARL Phenyl—650M alkal-
mazdsaval

Ebben a kisérletben ugyanazt a ProSep A-eluatumot
alkalmaztuk, mint amelyet az IA. példaban ismertettiink.

Az ezt koveto lépéseket alkalmassa tettiik 40 gramm pro-

tein befogaddsara. A hidrofob kélcsénhatéasi kromatogra-

fias lépést TOYOPEARL Phenyl-650M téltet alkalma-
zésaval hajtottuk végre. 7,8 liter, pH 3,5-0n kezelt és
sziirt ProSep A-eluatumot kozvetleniil feltsltottiink egy

4,2 literes (25 cm 4tmérdjid és 8,5 cm hosszasagh), eldze-

tesen 1,2 liter/perc aramlasi sebesség mellett CM ekvi-

libraciés pufferrel ekvilibralt CM SEPHAROSE FF tolte-
tet tartalmazd oszlopra. A feltoltés befejezése utan az
oszlopot 1,2 liter/perc aramlasi sebesség mellett koriilbe-

liil 8 liter CM ekvilibracids pufferrel mostuk. Az IgG-t

1,2 liter/perc aramlasi sebességii CM eliicios puffer alkal-

mazasaval elualtuk. Az IgG kortilbelill egy agytérfogat-

nyi elucids puffer athaladasa utan jott le az oszloprol.

CM SEPHAROSE-eluatumként az egész cslicsot ssze-
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gyujtottiik. A CM altal meg nem kotétt frakcidkat és az
eluatumot dsszegytijtottiik, majd a fentiekben ismertetet-
teknek megfelelden vizsgaltuk az IgG-tartalmat, a teljes
proteintartalmat és a Protein A-tartalmat. Az eludtum
mennyisége korilbelil 5,7 liter volt, amely milliliteren-
ként hozzavetdleg 6—7 milligramm proteint tartalmazott.

A CM SEPHAROSE-eludtum 5,6 liternyi mennyisé-
géhez egyenletes keverés kozben lassan hozzdadunk
osszesen 2,8 liter (3,2 kg) guanidin térzsoldatot. igy a vi-
rusok inaktivalasahoz az oldat guanidinkoncentracigjat
2 M-ra dllitottuk be. A guanidinnel kezelt oldathoz keve-
rés kozben hozzaadtunk osszesen 8,3 liter (9,7 kg)
2,6 M ammonium-szulfat-torzsoldatot. Az igy nyert ol-
dat végtérfogata 16,7 liter, guanidinkoncentracidja
1,0 M, valamint ammonium-szulfat-koncentracioja
1,3 M volt. Az ammonium-szulfattal kezelt oldatot fel-
vittiik egy 4,6 literes (18 cm atmér6ji és 18 cm hossziisa-
gu), elézetesen Phenyl ekvilibracios pufferrel ekvilibralt
TOYOPEARL Phenyl—650M oszlopra. A kisérlet soran
az aramldsi sebesség értéke mindvégig 0,5-0,6 li-
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ter/perc volt. A felt6ltés befejezése utan az oszlopot k-
riilbeliil 14 liter Pheny! ekvilibraciés pufferrel mostuk.
Az IgG-t lineéris gradiens alkalmazasaval eludltuk, ame-
lyet 100% ekvilibracios pufferrel kezdtiink, majd 20 osz-

lomra nézve. Az eluatum mennyisége koriilbeliil 15,4 li-
ter volt, amely milliliterenként hozzévetdleg 2,2 mil-
ligramm proteint tartalmazott.

A Phenyl-eluatumot 30 000 MWCO (cut-off) Ome-

loptérfogatnyi mennyiség utan 100% gradienspufferrel 5 ga membranokkal (Filtron Corp.) ellatott, tangencilis
fejeztiink be. Ennek megfelelden a kezdeti ammoénium- aramlas( ultraszirdberendezés (Millipore CUF, Mil-
szulfat-koncentracio hozzavetbleg 1,3 M, mig a befeje- lipore Corp.) alkalmazasaval korilbelil 16 milli-
zési ammonium-szulfat-koncentracié 0 M volt. A gra- gramm/milliliter koncentraciora téményitettiik, majd a
diens valtozasa az eliciés pufferben oszloptérfogaton- puffert egy alkalmas készitménypufferrel szemben vég-
ként kériilbeliil 5%-o0s novekedés volt, vagy masképpen 10 zett folyamatos diafiltralassal lecseréltiik.
kifejezve, oszloptérfogatonként —0,065 M ammonium- A 6. tablazatban foglaltuk Gssze ennek a példanak
szulfat volt. Az IgG koriilbeliil 7 oszloptérfogatnyi gra- az oszlopparamétereit. Az egyes lépések termek- és pro-
diensmennyiség utan kezdett az oszloprdl elualédni, és teinkinyerési adatait a 7. tdblazatban tiintetjiik fel;
az IgG elucidja hozzavetGleg 12 oszloptérfogatnyi ugyanitt adjuk meg a Protein A-tartalom értékeit is,
gradiensmennyiség utan fejez6dott be (ennek sordn az 15 amelyeket (nanogramm Protein A)/(milligramm IgG)
ammonium-szulfat-koncentracio kériilbeliil 0,85 M-rél (ng/mg) egységben fejeziink ki, valamint az aggregalo-
korilbeliil 0,5 M-ra csokkent). Az elualt frakciokat az dott IgG mennyiségét, amelyet a teljes [gG-mennyiség
UV-elnyelés alapjan addig gy(jt6ttikk Gssze, amig a %-éban fejeziink ki. A hidroféb kdlcsonhatasi kroma-
cslcs leszallo again az abszorbancia érteke a csucsma- tografias 1épésben alkalmazott Phenyl—-650M hatasara
gassag 20%-at el nem érte. Ezt kdvetSen a tovabbi elud- 20 a Protein A-tartalom koriilbeliil a harmadrészére csok-
tumokat egy masik edénybe gydjtottik (zdrofrakeio). kent, mikdzben a kihozatal értéke hozzavetSleg 90%.
A Phenyl oszloptoltet nem kotott frakcidyat a fentiekben Mig a CM SEPHAROSE-eludtumban az IgG-aggrega-
ismertetetteknek megfelelGen vizsgaltuk az IgG-tarta- tumok mennyisége 0,5% volt, ez az érték a feldolgozott
lomra, a teljes proteintartalomra és a Protein A-tarta- termékben 0,06%-ra csokkent.
6. tablazat
Oszlopparaméterek 40 grammos mennyiség alkalmazisa esetén
Lépés Oszlop- Oszlop Feltoltési arany Aramlési sebesség
térfogat 4tmérd x hossz
(titer) (cm) (cm/éra) (Uperc)
CM SEPHAROSE FF 42 25x8,5 8.9 g/liter agytérfogat 150 1,2
Phenyl-650M 4,6 18x18 10,4 g/liter agytérfogat 140 0,6
7. tablazat
Az IC. példa szerinti tisztitds dsszefoglaldsa
(40 grammos mennyiség és TOYOPEARL Phenyl-650M alkalmazésa)
Lépés Térfogat Osszes Osszes A 1épés Protein A¢ 1gG
(liter) RSHZ-192 protein® hozama (%) (ng/mg) aggregitum
(gramm) (gramm) (%)
Sejtmentes tenyésztéfolyadék 100 80,3 nincs adat - 0 nincs adat
ProSep A-eluatum 15,8 73,8 80,4 92 20,2 nincs adat
CM SEPHAROSE!-feltsltés (7,84)¢ (36,0)¢ (37,38
CD SEPHAROSE-eludtum 5,71 36,5 37,3 100 21,4 0,5
Phenyl-650M-cluatum ter- 15,4 328 33,6 90 8,0 <0,05
mék)
Phenyl zarofrakcio 246 2,5 3,0 - 78,0 5,1¢
Késztermék 2,0 328 32,0 100 6,5 0,06
Osszesitett kihozatal (%) 83
Tomegmérleg 97
(a feltoltés %-aban)

aHPLC-vel
b abszorbancia 280 nm-nél; 1,27 ml-mg-!-cm~!
¢ ELISA alkalmazasaval

d Az cléz6 oszloprol nyert cluatumnak csak egy részét vittiik tovabb (lasd a leirast).

¢ A Protcin A- és az aggregalodott IgG-elsédleges a zardfrakcioba aramlik.
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ID. példa: Az RSHZ-19 tisztitasa 125 grammos meny-
nyiség és TOYOPEARL Phenyl-650M al-
kalmazdsaval

Egy 5,5 literes (20 cm atmér6jd és 18 cm hosz-
szsaghi) ProSep A affinitdskromatografids oszlopot
4,8 liter/perc aramlési sebesség mellett PBS-sel (l4sd:
1. tablazat) ekvilibraltunk. Egy literenként 0,94 g
RSHZ- 19 monoklonalis antitestet tartalmazo kondicio-
nalt sejttenyésztd médium 450 liternyi mennyiségét a
fentiekben ismertetetteknek megfelelden mikrosziréssel
szirtik, majd négy 9095 literes és egy 40 literes rész-
let formajaban 4,8 liter/perc dramlési sebesség mellett
feltoltottitk az oszlopra (mind az 6t részlet felvitelének
soran 4,8 liter/perc értékil aramlasi sebességet alkalmaz-
tunk). Minden egyes oszlopciklus esetén a kdvetkezék
szerint jartunk el: a feltoltés befejezése utan 4.8 li-
ter/perc aramlasi sebesség mellett koriilbelil 17 liter
PBS/glicint vittiink fel az oszlopra. Az IgG-t 15-20 liter
ProSep A elucids puffer alkalmazasaval elualtuk.
A nem kotott csucsokat és az elucids cstcsot tartalmazd
frakciokat HPLC alkalmazasaval megvizsgaltuk az IgG-
tartalomra nézve. Az eludtum mennyisége valamennyi
ciklusban koriilbeliil 9 liter volt, amely literenként hoz-
zévetSleg 5— 10 milligramm proteint tartalmazott.

Az elicio utan a minta pH-jat 2,5 M sésavoldat hoz-
zdadasaval azonnal 3,5-re allitottuk be, az oldatot koriil-
beliil 30 percen keresztiil allni hagytuk, majd hozzave-
téleg 250 ml 1 M Tris-bazis hozzdadésaval a pH-ér-
tékét 5,5-re allitottuk be. A pH 5,5-re torténé beallita-
sdval végzett semlegesités utdn a mintat el6bb egy
0,1 pm-es Polygard CR sziir6n, majd egy steril 0,2 pm-
es Millipak 200 sziir6n keresztil dtliteres részletekben
steril tartdlyokba sziirtik. A szlirletet 4 °C hémérsékle-
ten taroltuk. Megvizsgaltuk a szfirlet mintait HPLC al-
kalmazasaval az IgG-tartalomra nézve, valamint a
280 nm hullamhosszon mért abszorbancia alapjan a tel-
jes proteintartalomra nézve. ELISA-eljarassal a mintak
Protein A-tartalmat, valamint HPLC alkalmazasaval az
IgG-aggregatumokat is analizéltuk.

Az ezt kovets 1épéseket alkalmassa tettiik 40 gramm
protein befogadasara. A 3,5-6s pH-értéken kezelt és
sziirt ProSep A-eluatum koriilbelill 130 g proteint tartal-
mazo 1,63 liternyl mennyiségét 2,4 liter/perc aramlasi
sebességgel kozvetleniil felvittiik egy 14,4 literes
(35 cm 4tmérdji és 15 cm hosszisagl), elézetesen CM
ekvilibracios pufferrel ekvilibrdlt CM SEPHAROSE FF
oszlopra. A felt6ltés befejezése utan 2,4 liter/perc dram-
l4si sebesség mellett hozzavetSleg 45 liter CM ekvilib-
racios pufferrel mostuk. Az IgG-t 2,4 liter/perc dramléasi
sebességli CM elucids puffer alkalmazésaval eludltuk.
Az IgG korilbeliil 1-2 agytérfogatnyi elucids puffer at-
folyasa utan jott le az oszloprol. CM SEPHAROSE-
eluatumként a teljes cstcsot Gsszegyjtottiik. A nem ko-
tott cstcsok frakcidit és az eluatumot dsszegydjtottilk,
majd megvizsgaltuk az [gG-tartalmat, a teljes proteintar-
talmat és az aggregalodott IgG mennyiségét. Az elua-
tum mennyisége koriilbeliil 21 liter volt, amely hozzave-
t6leg 120 gramm proteint tartalmazott.

A CM SEPHAROSE-eluatum 19,4 liternyi mennyi-
ségéhez egyenletes keverés kozben lassan hozzaadtunk
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osszesen 9,7 liter guanidin torzsoldatot. fgy a virusok
inaktivalasahoz a 29,1 liternyi oldat guanidinkoncentra-
cigjat 2 M-ra allitottuk be. A guanidinnel kezelt oldathoz
keverés kozben hozzaadtunk Osszesen 29,1 liter 2,6 M
ammonium-szulfat-térzsoldatot. Az igy nyert oldat vég-
térfogata 58,2 liter, guanidinkoncentracidja 1 M, vala-
mint ammonium-szulfat-koncentracioja 1,3 M volt. Az
ammonium-szulfattal kezelt oldatot felvittikk egy 12,4 li-
teres (30 cm atmérdjd és 18 cm hosszisagu), elézetesen
Phenyl ekvilibracios pufferrel ekvilibralt TOYOPEARL
Phenyl-650M oszlopra. A kisérlet sordn az aramlési se-
besség értéke mindvegig 1,1-1,3 liter/perc volt. A felt6l-
tés befejezése utan az oszlopot koriilbeliil 37 liter Phenyl
ekvilibraciés pufferrel mostuk. Az IgG-t lineéris gra-
diens alkalmazasaval elualtuk, amelyet 80% ekvilibra-
¢i0s/20% gradienspufterrel kezdtiink, majd 12 oszloptér-
fogatnyi mennyiség utan 20% ekvilibracios/80% gra-
dienspufferrel fejeztiink be. Ennek megfelelden a kezde-
tt ammoénium-szulfat-koncentracié hozzavetéleg 1,0 M,
mig a befejezési ammonium-szulfat-koncentracioé
0,26 M volt. A gradiens valtozasa az elicios puffer-
ben oszloptérfogatonként kortlbeliil 5%-o0s novekedés
volt, vagy masképpen kifejezve, oszloptérfogatonként
-0,065 M ammoénium-szulfat volt. Az IgG lényegében a
gradiens kozepén jott le az oszloprél, és a csiics am-
monium-szulfat-koncentracidja hozzavetdleg 0,8 M volt.
Az elualt frakciokat az UV-elnyelés alapjan addig gytj-
tottitk Ossze, amig a cstics leszalld dgain az abszorbancia
értéke a csiicsmagassag 20%-at el nem érte. Ezt kdve-
téen a tovabbi eludtumokat egy masik edénybe gytijtot-
tilk (zarofrakcid). A Phenyl oszloptoltet nem kotott frak-
cioit, eluatumat, zaréfrakcidjat és a lemosopuffer frakcio-
jat megvizsgaltuk az [gG-tartalomra, a teljes proteintarta-
lomra és az aggregalodott IgG mennyiségére nézve. Az
eludtum mennyisége koriilbeliil 29 liter volt, amely hoz-
zavetSleg 100 gramm proteint tartalmazott.

A Phenyl-eluatumot 30 000 MWCO (cut-off) Ome-
ga membranokkal (Filtron Corp.) ellatott, tangencia-
lis dramlast ultrasziré berendezés (Millipore CUF,
Millipore Corp.) alkalmazasaval koériilbeliil 16 milli-
gramm/milliliter koncentracidra toményitettiik, majd a
puffert egy alkalmas készitménypufferrel szemben vég-
zett folyamatos diafiltraldssal lecseréltiik. A terméket
megvizsgaltuk az IgG-tartalomra, a teljes proteintarta-
lomra, a Protein A mennyiségére, valamint az aggre-
galédott IgG mennyiségére nézve.

A 8. tabldzatban foglaltuk dssze ennek a példanak az
oszlopparamétereit. Az egyes lépések termék- és protein-
kinyerési adatait a 9. tablazatban tiintetjiik fel; ugyanitt
adjuk meg a Protein A-tartalom értékeit is, amelyeket
(nanogramm Protein A)/(milligramm IgG) (ng/mg) egy-
ségben fejeziink ki, valamint az aggregalodott 1gG
mennyiségét, amelyet a teljes [gG-mennyiség %-éban fe-
jezink ki. A hidrofob kdlesonhatasi kromatogréfias 1é-
pésben alkalmazott Phenyl-650M hatéséra a Protein A-
tartalom koriilbeliil a hetedrészére csokkent, mikdzben a
kihozatal értéke hozzavetdleg 70%. Mig a CM SEPHA-
ROSE-eluatumban az IgG-aggregatumok mennyisége
0,4% volt, ez az érték a feldolgozott termékben 0,06%-
ra csokkent.



HU 217 850 B 2

8. tablazat
Oszlopparaméterek 125 grammos mennyiség és TOYOPEARL Phenyl—650M alkalmazasa esetén

Lépés Oszloptérfogat Oszlop Feltoltési arany Aramlasi sebesség
(liter) atmérd x hossz
(cm) (cm/6ra) (Vpere)
ProSep A 5,0 20x1g | 14716 8 RSHZ-19/liter dgy- 915 48
térfogat
CM SEPHAROSE FF 14,4 35x15 8,4 g protein/liter agytérfogat 150 24
Phenyl-650M 12,4 30x18 8,6 g protein/liter agytérfogat 100 1,2
9. tablazat
Az ID. példa szerinti tisztitas 6sszefoglalasa
(125 grammos mennyiség és TOYOPEARL Phenyl-650M alkalmazasa)
Lépes Térfogat Osszes Osszes A 1épés Protein A° IgG-
(liter) RSHZ-192 protein® hozama (%) (ng/mg) aggregatum
(gramm) (gramm) (%)
Sejtmentes tenyésztdfolya- | 4 ¢ 392 477¢ - 0 nines adat
dék
ProSep A-eluatum 48,7 375 384 96 11,7 0,4
CM SEPHAROSE!-feltdltés (16,3)d (125)d (129) -
CD SEPHAROSE-eluatum 20,6 116 117 93 nincs adat 0,4
Phenyl-650M-eluatum 29,1 98,1 99,8 85 nincs adat <0,05
Késztermék 9,29 89,8 91,1 92 1,7 0,06
Osszesitett kihozatal (%) 70
2 forditott fazist HPLC-vel
b abszorbancia 280 nm-nél; 1,27 ml-mg~'-cm~!
¢ Bradford-vizsgalattal
d A kovetkezd eljarasi 1épés kapacitas koriilbeliil 140 gramm; a teljes ProSep A-cluatumnak csak egy részét vittiik tovabb.
10. tablazat
Tisztasagi vizsgalat (125 grammos mennyiség alkalmazisa)
Lépés Aggregatumok Tisztasag? Aktivitas®
(a teljes IgG %-a) (a teljes teriilet %-a) (%)
CCF nem alkalmazhaté nem vizsgaltuk 80¢
ProSep A-eludtum 0,4 98,5 105
CM-eluatum 0,4 98,4 109
Phenyl-eluatum <0,05 98,3 99
Végtermék 0,06 99,7 115

a Redukalo SDS—PAGE pasztazé denzitometrids Gton meghatérozva; az 1gG nchéz és konnyi lancaihoz tartozo teriiletek dsszege.

b A bovin RS virusk6td ELISA alkalmazasival meghatarozott aktivitisnak az A280-nal meghatirozott RSHZ - 19 koncentracidra vonatkoztatott

szamitott aranya

¢ A bovin RS viruskotd ELISA alkalmazisaval meghatarozott aktivitisnak a HPLC-vel meghatarozott RSHZ - 19 koncentracidra voantkoztatott

szamitott aranya.

1l példa

Az anti-CD4 monoklonilis antitest CH-CD14-et
sejttenyésztési eljarassal allitottuk el, majd az I. példa-
ban alkalmazott modszerhez hasonléan Protein A- és ion- 60

cserés kromatografidval részlegesen tisztitottuk, azonban

15

ebben az esetben egy anioncser¢l gyantat hasznéltunk.
Egy 1 cm atmér6jli és 10 cm magassaga Amicon oszlo-
pot megtoltottiink 8 ml TOYOPEARL Phenyl-650M
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gyantdval (tételszam: 65PHMO1 H). Az dramlasi sebes-
séget valamennyi 1épésben 2 ml/perc értéken tartottuk.
Az oszlopot 20 ml ekvilibracids pufferrel (1 M ammoé-
nium-szulfat, 50 mM natrium-foszfat, pH 7,0) ekvilib-
raltuk. Az oszlopra feltoltendé terméket ugy allitottuk
€l8, hogy 5 ml részlegesen tisztitott CH-CD14 mono-
klonalis antitesthez (amelynek koncentracidja a 280 nm
hulldmhosszon mért abszorbancia alapjan 17 mg/ml)
hozzaadtunk 2,5 ml 6 M guanidin-hidroklorid és 50 mM
natrium-foszfat keveréket (pH 7,0), az oldatot Hsszeke-
vertiik, 30 percen keresztiil allni hagytuk, majd hozzéad-
tunk 7,5 ml 2 M ammoénium-szulfat és 50 mM natrium-
foszfat keveréket (pH 7,0). Az oszlopra feltoltott anyag a
kovetkez6 jellemzdkkel rendelkezett: végsé ammo-
nium-szulfat-koncentracié=1 M; végs guanidin-hid-
roklorid-koncentracio=1 M; a mintavétel utdni végsé
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térfogat=12 ml; és a termék végsé koncentricio-
ja=5,6 mg/ml. Ezt kovetden az anyagot 2 ml/perc aram-
lasi sebesség mellett feltoltottik az oszlopra, majd
10 oszloptérfogatnyi ekvilibracios puffer—50 mM nat-
rium-foszfat (pH 7,0) linedris gradienssel eludltuk. A ter-
méknek az oszloprdl torténd elicidja alatt koriilbeliil
4 ml-es frakcidkat szedtiink.

Az eredményeket a 11. tablazatban mutatjuk be. Az
0Osszes termék a gradiensben eludlodott. Annak érdeké-
ben, hogy a végtermékben csdkkentsiik a Protein
A mennyiségét, sziikségessé valt néhany, a gradiens vé-
gén szedett frakcié mell6zése, ami némileg csokkentette
a termék kihozatalat. A Protein A mennyiségének felére
csokkentésével 86%-o0s termékkihozatalt tudtunk elérni,
mig ha a Protein A mennyiségét harmadrészre csokken-
tettiik, az elérhetd termékkihozatal 50%-os volt.

11. tablazat

Frakcioészam Térfogat Termék Protein A Halmozott spec. Halmozott Protcin
(ml) (mg/ml) (ng/ml) Protein termékhozam A-eltavolitasi
A (ng/mg) (%) tényez6?
Felvitt
0. 12 5,8 200,7 35
Eluatum
I. 55 0,04 0,0 0
2. 3 0,31 0,0 0
3. 4,2 1,32 6,4 4 10 8,6
4. 4,2 3,1 46,9 5 28 7,0
5. 4 4 68,3 10 51 33
6. 42 34 80,9 14 72 24
7. 4.2 23 94,1 19 86 1,9
8. 4,2 1,3 793 22 94 1,6
9. 4,2 0,71 49,9 24 98 1,4
10. 4.2 0,36 32,8 26 100 1,3
11. 4 0,19 22,9 27 101 1,3
12. 4 0,11 13,5 27 102 1,3
13. 9.6 0,05 8,5 28 102 1,2

a Az cltavolitasi tényez6 értékét figy szamitottuk ki, hogy az cluatum kezdetétél a kivant frakciokig Osszeontottiik az cluatumfrakciokat, majd a

feltoltstt anyagban 16v6 kezdeti Protein A-koncentraciot (ng/mg) elosztottuk az dsszedntott eludtumfrakcidkban 1évé Protein A-koncentracioval

(ng/mg). Példaul a 8,6 értékil tényezdt Gigy szamitottuk ki, hogy az 1-3. frakcioban 1év8 Protein A Gsszegével closztottuk az 1--3. frakciéban

1év6 termék dsszegét, €s igy 4 ng/mg-ot kaptunk. Ezzel a szammal ezt kdvetden closztottuk a feltdltott anyagban [év6 35 ng/mg értékét, és igy

az cltavolitasi tényczd 8,6-os értckét nycrtiik.

1IB. példa

CH-CD4 monoklonalis antitestet a IIA. példaban
ismertetetteknek megfelelden részlegesen tisztitottuk
és elSkészitettiink a hidrofob kélesonhatasi kromatogra-
fids oszlopra torténd feltoltéshez. Ugyanazt az oszlo-
pot, dramlési sebességet, ekvilibraciot és feltoltést alkal-
maztuk, mint a IIA. példaban. Ebben a példiban az osz-
lop feltoltése és ekvilibracios pufferrel végzett mosésa
utan az oszlopot 18 ml mosopufferrel (1 M ammonium-
szulfat, 50 mM natrium-citrat, pH 3,5) mostuk. Ezt ko-

50

55

a IIA. példaban) egy tovabbi mosast végeztiink. Az osz-
lopot a IIA. példaban ismertetetteknek megfelelden gra-
dienssel eludltuk, majd vizzel mostuk. Az oszloprol
nyert eludtumot 14 ml-es frakciokra osztottuk, amelye-
ket ezt kovetSen a termékre és a Protein A-ra nézve ana-
lizaltuk.

Az eredményeket a 12. tdbldzatban mutatjuk be.
A Protein A mennyiségét hatodrészre csokkentve 90%-
os termékkihozatalt tudtunk elémni, mig ha a Protein
A mennyiségét nyolcadrészre csokkentettiik, az elérhe-

veten 13,5 ml ekvilibracios pufferrel (6sszetételét lasd 60 3 termékkihozatal 78%-os volt.

16
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12. tablazat
Frakcioszam Térfogat Termck Protein A Halmozott spec. Halmozott Protein
(ml) (mg/mi) (ng/ml) Protein A termékhozam (%) A cltavolitasi
(ng/mg) ténycz6!
Felvitt
0. 12 5,80 167,1 29
Eluatum
1. 14 1,50 0 0,0 30 -
2. 14 2,35 13,6 35 78 8,1
3. 14 0,38 8,3 5,2 85 5,6
4. 14 0,18 0 5,0 89 5,8
5. 9 0,13 0 49 91 5,9

1 Lasd a 11. tablazat labjegyzetében ,,a” jelentését

A IIB. példa eredményeit dsszehasonlitva a IIA. pél-
da eredményeivel lathato, hogy amennyiben az eljaras
magaban foglalta a pH 3,5 érték(i mosast is, a Protein
A mennyisége kortilbeliil 80%-o0s kihozatal mellett a ha-
tod-nyolcad részére csokkent, ugyanakkor a pH 3,5 érté-
k(i mosas nélkiil, a CH—CDH 80%-o0s kihozatala mellett
a Protein A mennyisége csak kortilbeliil felére csokkent.

1IC. példa

Ezt a példat a IIB. példahoz hasonlé modon végez-
titkk, azonban ebben az esetben jelentésen megndveltik
a mennyiségeket, illetve a méreteket. Az oszlop 5 cm at-
mérdji és 28 cm magassagu volt, mig az aramlasi sebes-
ség értéke 50 ml/perc volt. CH-CD4 monoklonalis anti-
testet allitottunk el$ és részlegesen tisztitottunk a IIA.
példaban ismertetetteknek megfelelden. A részlegesen
tisztitott terméket (440 ml) 31 percen keresztiil 220 ml

20

25
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660 ml 2 M ammonium-szulfat és S0 mM natrium-
foszfat keveréket (pH 7,0) adtunk hozza. A végsé am-
monium-szulfat-koncentracié 1 M, mig a végsé antitest-
koncentracio 5,3 mg/ml volt. Mintavétel utan a feltolté-
si térfogat 1290 ml volt.

Az oszlopot két oszloptérfogatnyi ekvilibracios puf-
ferrel ekvilibraltuk, majd feltoltottikk az oszlopot. Az
oszlopot ezt kovetden 630 ml ekvilibracios pufferrel,
1000 ml mosopufferrel és 800 ml ekvilibracids puf-
ferrel mostuk, majd 5 oszloptérfogatnyi gradienssel
[(0,75 M ammoénium-szulfat, 50 mM natrium-foszfat,
pH 7,0)—>(50 mM natrium-foszfat, pH 7,0)] elualtuk.
Az elhcio ideje alatti frakciokat 6sszegyfijtottiik.

Az eredményeket a 13. tablazatban foglaljuk Gssze.
Az antitest 70%-os kihozatala mellett a Protein A mennyi-
sége szazadrészére csokkent, illetve az antitest 80%-os ki-
hozatala mellett a Protein A mennyisége harmincadré-

6 M guanidin-hidrokloriddal kevertiik. Ezt kovetGen 35 szére csokkent.

13. tablazat

Frakcioszam Térfogat Termék Protein A Halmozott spec. H’almozott Pr,otcix} N
(ml) (mg/ml) (ng/ml) Protein A (ng/mg) termékhozam (%) A el'mvollfasx
tényez6
Felvitt
0. 1290 5,30 198 37
Eluatum
1. 581 0,03 0 0,0 0
2. 304 3,60 0 0,0 16
3. 243 5,40 0 0,0 35
4. 238 4,50 0 0,0 51
S. 237 3,40 24 0,1 63 282
6. 239 2,2 4,7 0,4 71 107
7. 256 1,2 4,8 0,6 75 66
8. 252 0,7 7,6 0,9 78 41
9. 240 0,4 5,3 1,1 79 33
10. 250 0,4 5,7 1,4 81 27
11 202 0,4 4,38 1,5 82 25
12. 210 1 148,5 6,8 85 5

17
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1IC. példa

A IIA. példaban ismertetett modon részlegesen tisz-
titott CH-CD4 monoklonélis antitestet allitottunk eld.
A részlegesen tisztitott monoklonalis antitest 9,5 mg/ml
6 M guanidin-hidroklorid és 50 mM natrium-foszfat ke-
veréket (pH 7,0). Az igy nyert keveréket 30 percen ke-
resztiil inkubéltuk. Ezt kdvetden lassan 12 ml 2 M am-
monium-szulfat és 50 mM natrium-foszfat keveréket
(pH 7,0) adtunk hozza. Az oszlop 0,5 cm atmérdji és
20 cm magassagu (4 ml térfogat) volt, az dramlési se-
besség értéke minden 1épésben 0,5 ml/perc volt. Az osz-
lopot két oszloptérfogatnyi vizzel és két oszloptérfogat-
nyi ekvilibracidés pufferrel mostuk at. Ezt kdvetGen
22 ml feltoltesi oldatot engedtiink at az oszlopon, majd
mosopuffert vittiink fel az oszlopra addig, amig az osz-
lopeffluens pH-ja 3,5-0s értéket ért el. Ezt kdvetGen
ekvilibracids puffert engedtiink keresztiil az oszlopon
addig, amig az effluens pH-ja 7,0 lett. Az oszlopot
0,3 M ammonium-szulfat és 50 mM natrium-foszfat ke-
verékkel (pH 7,0) eludltuk. Miutan az UV-gérbe emel-
kedni kezdett, 12,6 ml eluadtumot szedtiink, majd a ter-
meékre és a Protein A-re nézve analizaltuk. A termék ki-
hozatala 80% volt, és a Protein A mennyisége 28 ng/mg-
rél 6 ng/mg-ra csokkent, ami 4,7-szeres csokkenésnek
felelt meg.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras monomer immunglobulin G antitestnek
egy monomer immunglobulin G antitestet és legalabb
egy immunglobulinaggregatumot, hibas format, gazda-
sejtproteint vagy Protein A-t tartalmazo keverékbdl tor-
ténd tisztitasara, azzal jellemezve, hogy a keveréket egy
hidrofob kolesonhatasi kromatografias toltettel érintkez-
tetjiik, és a monomert szelektiven eludljuk a toltetrdl.

2. Eljaras monomer immunglobulin G antitestnek
egy monomer immunglobulin G antitestet tartalmazo,
kondicionalt sejttenyészté médiumbal térténd tisztitasa-
1a, azzal jellemezve, hogy a médiumot egymast kove-
téen a) Protein A-kromatografianak, b) ioncserés kro-
matografianak és c) hidroféb kélcsonhatasi kromatogra-
fidnak vetjiik ala.

3. Eljaras antitestnek kondicionalt médiumbdl torté-
no tisztitisara, azzal jellemezve, hogy
a) az antitestet egy Protein A kromatografias tolteten

adszorbealjuk;

b) az adszorbealt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
suk;

a b) Iépésben kapott antitestet eludljuk;

a c) lépésben kapott antitestet egy ioncserés kroma-
tografias tolteten adszorbedltatjuk;

az adszorbealt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
suk;

f) az e) lépésben kapott antitestet szelektiven eludljuk;
g) azf) lépésben kapott eludtumot egy hidrofob koleson-
hatasi kromatografias tdlteten adszorbedltatjuk;

az adszorbedlt antitestet legalabb egy pufferrel mos-
suk;

<)
d)

€)

h)
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1) az adszorbealt antitestet elualjuk; és
7) kinyerjiik az antitestet.

4. Eljaras Protein A-nak egy Protein A-t és antiteste-
ket tartalmazo keverékbdl torténd eltavolitdsara, azzal
jellemezve, hogy a keveréket egy hidrofob koélcsonhata-
si kromatografids toltettel érintkeztetjiik, majd a toltet-
16l szelektiven elualjuk az antitestet.

5. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az eljaras az esetleg jelen 1év6 virusok inaktivala-
sara egy vagy tobb tovabbi, adott esetben végrehajtan-
do 1épést tartalmaz.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az f) lépés utan és a g) 1épés elbtt hajtunk végre
egy virusinaktivalasi lépést.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a virusinaktivélasi 1épés soran az eluatumot a viru-
sok inaktivalasihoz elegendd idGtartamban guanidin-
hidrokloriddal kezeljiik, majd a keverékhez egy ammo-
nium-szulfat-oldatot adunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a jelen 1évS guanidin-hidroklorid koncentracidja
2,0 M, majd az f) 1épésben kapott eluatum kezelése so-
ran az ammonium-szulfat-koncentraciot 1,3 M-ra allit-
juk be.

9. A 6-8. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a c) 1épés utan és a d) 1é-
pés el6tt egy tovabbi virusinaktivalasi lépést hajtunk
végre.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a tovabbi virusinaktivalasi 1épés soran a c) 1épés
eluatumat savval kezeljiik.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az eluatum pH-janak értékét 3,5-re allit-
Jjuk be, az eludtumot a virusok inaktivalasahoz elegen-
dé idGtartamban ezen a pH-értéken tartjuk, majd a ke-
zelést 5,5-es pH-értékre torténd beallitassal fejez-
ziik be.

12. A 3. vagy 5-11. igénypontok barmelyike szerin-
ti eljaras, azzal jellemezve, hogy a proteint (igy nyerjiik
ki, hogy az i) kromatografids lépésben kapott, a pro-
teint tartalmazo frakcidkat 6sszeodntjiik és ultrafiltralas-
sal betomenyitjiik.

13. A 2., 3. vagy 5-12. igénypontok barmelyi-
ke szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a d) 1épés
szerinti ioncserés toltetet a kovetkez6 csoportbol va-
lasztjuk ki: karboxi-metil-csoporttal (CM), szulfo-etil-
csoporttal (SE), szulfo-propil-csoporttal (SP), foszfat-
csoporttal (P), (dietil-amino)-etil-csoporttal (DEAE),
kvaterner amino-etil-csoporttal (QAE) és kvaterner
aminocsoporttal (Q) szubsztitualt celluldozos gyantak,
térhalositott dextranok, agaréz és szerves polimer
gyantak.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az ioncserés kromatografia soran egy, a kovet-
kez6 csoportbol kivalasztott, pufferelt sooldattal kezelt
toltetet alkalmazunk: CM-23, CM-32, CM-52 cellu-
16z; CM és SP térhalositott dextranok; CM és S agardz;
CM szerves polimer gyanta; DEAE-QAE-Q térhalosi-
tott dextranok; DEAE-, QAE-, Q-kotott agardz; és
DEAE szerves polimer gyanta.
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15. A 13. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a toltet CM agar6z Fast Flow, és a s6 natrium-
klorid.

16. A 14. vagy 15. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy a pufferelt sdoldat 40 mM citratot tar-
talmazo, 6,0-os pH-értékd 100 mM natrium-klorid-
oldat.

17. A 2., 3. vagy 5—13. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Protein A-kroma-
tografia soran toltetként szabdlyozott porusméretii iiveg-
hez kotétt Protein A-t alkalmazunk, és az eliciot egy
alacsony pH-értékii pufferrel végezziik.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a puffer 3,5 pH-értéki 25 mM citrat.

19. A 3., 5-13. vagy 17. igénypontok barmelyike
szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a h) 1épés szerin-
ti adszorbedlt antitestet két pufferrel, elGszér egy
ekvilibracios pufferrel, majd masodszor egy alacsony
pH-értékii mosopufferrel mossuk.

20. A 4. vagy 19. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy az elualas el6tt a toltetet egy 7,0-nél ki-
sebb pH-értékii pufferrel mossuk.

21. A 20. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a mosépuffer pH-értéke kisebb, mint 4,0.
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22. A 21. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a puffer 3,5 pH-értéki 1 M ammonium-szul-
fat, 50 mM natrium-citrat.

23. Az el6z§ igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a hidrofob kélcsonhatasi kro-
matografias toltetet a kovetkez$ csoportbol valasztjuk
ki: (2-8 szénatomos alkil)-agardz, aril-agaroz, alkil-
kovasayv, aril-kovasav, alkil-(szerves polimer)-gyanta és
aril-(szerves polimer)-gyanta.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a toltetet a kovetkezd csoportbol valasztjuk
ki: butil-, fenil- és oktil-agardz, valamint butil-, fenil-
és éter-(szerves polimer)-gyanta.

25. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a toltet fenil-(szerves polimer)-gyanta vagy
butil-(szerves polimer)-gyanta.

26. A 25. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy az antitestet egy olyan gradienssel eluéljuk sze-
lektiven, amely 50 mM natrium-foszfat-pufferre (pH
7,0) csokken.

27. Az €l6z8 igénypontok barmelyike szerinti elja-
1és, azzal jellemezve, hogy az immunglobulin G-t az
anti-RSHZ—-19 és a CH—CD4 4ltal alkotott csoportbél
valasztjuk ki.
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Kondicionalt médium

Protein A affinité&skromatografia

:
1. szamu virusinaktivalads (pH 3,5)

!

Kationcserés kromatografia

4

2. szédmi virusinaktivaléas (guanidin)

y

Hidroféb kdlcsénhatédsi kromatografia

v

BetOményités és diafiltraléas

0,2 um szlirés

Tovabbi feldolgozasra alkalmas tisztitott
RSHZ-19

1. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Toréesik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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