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A taldlmany targya eljaras célfehérje tisztitdsara.

A taldlmany értelmében ugy jarnak el, hogy

(a) szolubilizalt célfehérjét és egy vagy tébb szolubilizélt szennyezd fehérjét és lugos puffert tartalmazé oldatbdl indulnak
ki, ahol a célfehérje izoelektromos pontja hagyobb mint 7, a célfehérje lugos pH-értéken pozitiv toltési és az egy vagy
tdbb szennyezd fehérje polianion tdltéssel rendelkezik;

(b) az oldatot egy vagy tébb kationos fellletaktiv anyaggal érintkeztetve az egy vagy tébb szolubilizélt szennyezé fehérjét
preferencialisan kicsapjéak, ezzel megndvelve az oldatban maradé szolubilizalt fehérjék kdzétt a szolubilizalt célfehérje

aranyat, ahol az egy vagy tébb kationos feliiletaktiv anyag amfipatikus amméniumvegytilet, amely a QN™ &ltalanos képletd
kvaterner amméniumvegylletekbdl, az RNH3+ altalanos képleti, paraffinlancot tartalmazé primer

amméniumvegyuletekbdl és a felsoroltak séibdl &llo csoportbdl keriil kivalasztésra; és
(c) a szolubilizalt célfehérjét kinyerik.
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FEHERJEK TISZTITASA RATIONOS FELILETAK TV
ANYAGGAL

A TALALMANY TARGYA

& ialdimdny  fehdrjeliselitdsrs vonstkorik  felllefaliiv
aryagol alkalmazdsdeal
A TALALMANY HATTERE

A biologial makromolekuldk, KESndsen & fehonek olddilts
sa gyalean rialmaz a Hoikel & Helokdmial Wiaidonsdgokon
slapuld, & Hadlasdpol ninveld Wpdsekel A Hyen aljdrds
fopdsak soran alvan nahdrssgekke! nliikosunk, bbek kizdy,
it gz oldhald &g olidhatalian modekuldk ekiliniiess! he
vd ovd foltelel, 8 Kivanl molskuls viszonyiag csekaly
mrmalbasel vald kinvsrése o kazelés! Bpds uldn, g hinlgiad
aklivitds adkkandse 3z olidrds folvamdn, velamint a fehée
arzskenystgs olvan alidrdsl paramsivrekkel scemben mint @
o,

Bioligisl malvomoinkulgk Addolgosasa folyamaén hassngh
nak felldotaillv anvagokat. A kationos falistakilv anyagok s
fnltlotakliv anvagok sgyik slamerd aloooportidl képssi, és
magukba fogislidk az amfipatkus anmoniumvegylistekst. Az
amfipatikus ammdniumvegyiletek rialvazedk 8 QN dltlals-
ros képlatll hvalerner smmdniumvegylicioket &s az RNH, a8k
{aldnos képleltl, paraffinlinocal oGt primer smmdniame
vepytieiokel Ar amfipatikus ammdniumvegyiistelk mingst -
puss hossay alifes lancol lariahngs, amaly slinydsan legeight
had gzénptomos [Soolt {1830} Mathods Biocham. Angl, 8148
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1971 lsmert, hogy & hossaanch kvatsrnsr  gmmdniune
vagytiathdl gl folllsikily anvagok kdlcsinhaldsba épnak
bioldgial  maskromolekuldkkal, & hosszéldneng hvstamer
ammdniumeagyviistekndt logaldbb egy olvan ssubsziiiuens
kaposalhdiy 8 nittogsnatombox, amely §30  szdnatomos
sgvenes akilldncbdt 8 Ennek 8 osoportngk 8 egiobban
mern képvisaidl a kivetkazdlc benzalkdniumsdh {doridek ds
bromigdok),  hoxsdecibpindiniumeidond,  dekvaliniunvacet®y,
setibdimetibammonium-bronud  {CTAR),  hexadenibpitidiniums
kioed (OFCH d¢ bensetdmumdkiodd. A kvatermer amménium
falintakliv anyagok pékidul olyan sok mint a cetibpindiniam-
aok, gy cotibpiidinierekiond (OPC) selsaramidunetih
piridintumeadk, lauribpiridiniumeedl, cotib-tinolinlum-sdl, ik
snino-propicnamemetib-gsziersdk, swribamino-proplonsay-
femadk, bunildimatibbetaln,  szieanibdimetib-belain,  nwik
gitidroxi-efibbaialn d8 benzetoniumsdk. Az alkilpiridinium-sdl
&fogisk 8 saieani-timatbammdniumesdiat, skildimatibbenzi-
ammoniwvekkeidol &8s g dikidrbonzibdimatibak#-ammanium-
kioridot,

A kationos felliletakily anvagoknek biokdgial makromuolaku-
K Usziibissra tOnend mert felhasendldsal g kbvwntkeai
1} sggregatumek, kOsGHER fohére agoresgdtumsk ssolubilizg.
fasy; &} kromalogralfdid osslophor KHISH binddgial makromole-
kKuldk elticigia; & 1) polionionok mind hishuonsay  (HA),
nuklosavak és heparin {valamint & polenionokkal sgyiitt
kvl molekuldk} kicsapass.
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Kationos feliistakitv anyagokat alkalmaznak fehdre agors-
gatsnok seoluldlizdlasara. Olls &5 Barlind [{1875) Acts Physiol,
Latinoam, 2E451-457] kimutalia, hogy akily wikde ssolubilizgl
hatd rageedis mal perodseamakid! 8 Hyaming 388 keslemer
srandnium follistakiiv anvaggsl At {oposstaidk, hogy s
anynonium feltistakiiv anvag koncentracidianak ntveléss nd-
velle mind ar wikdy olddddsdl (a8 snzimakibvids slapidng,
mind ay deszishévie oldbdisd Goy, hogy nem ndvekadall az
wrikazfehdrdnek ar Gsseichérigher viszonyiioll mennyviségs.
Mas seavakkal nem kdvatkezsdl be az Osselehdrighez képsst
a3 unkax-feherie sselekily srolubliiindoldia, &s s wikdslehdns
marn alkotla ge Sssciohdrie nagyobb szdealskos hinvadst »
kationos felliintakiiv anvagas! végeel! seolubilizslids haldadra
Ernel az sliardsnd! fohal az desiehérie-tartalombor képest az
urikdz Usziosdgs thatdan nam ndvshadelt a kvalemear ammd-
nivgn fellletektly anvagos! végeell szolubliizalds sradmbnye-
R,

Egy mask vissgalal soran Truscos JIRGTY Ensymologis
ST 1832 ax néxle, hogy egy sur kalionos, snionos &8 seme
leges delwgans miven hatdsfokkal sadrahdlin as urdb-oxidast
{arika) Sk veseparbdl Amig 2 somisges &8 anionos deter
gensek ndveltek ar oidhatd urdboxiddz skivitéed!, addlg a
kationos detergensek, paidaul & keatemer smmdniumsedk oadk-
Gkenteliok 3 lelles snzimakihvian 8 koncentacio ndveld-sdvel
A sreradk s 8 kdvsthodiabiere julolink, hogy a2 kationos
deforgensell nem  hasorgthatdk sx Okbvese  urdboxidaz
tisziitasdra.



55

10

4

Rekombindns Tohérnek, saiés ndveksddsl hormon, serlds
ndvskadds! hommon mationissaamazsékingl, fertdad nyslks
anibegyuiioddst okozd virus  fohdnididnek, Baysiskiosidaz
fisids fehdridnek & B oolibd sezdrmand adnvdinviestshnsk
vagy ~sefleknek kationos feliistakily anvagokkal végeet! seoe
ubllicalas® lsmartelik g 4787 474, 4 083831 4,988,883 &s
5008377 s amerkal sgyesilt Slamokbell szabadaimi lelrge
sok. & seolubiizalast o kxdrbimenyek Kol halisk végre
kvalamar  ammoniumvegyiistek, kaStik celilnmeatit
ammmdnium-dond,  vegyes akibdimetib-banzil-ammdniune
kKlond, ORC, N NJdimelbNA21344-1, 1.3 S totra-matibbutily-
fenoxibetmibetib-baned meBre-ammdniume-kionid,  atradsoil
frneliamymonin-bramid,  dodesibrimetibarmmonium-bromid,
ceti-imstibammonium-bromid alkalmazasdval. Bsek a ksl
midryek magriitk, hogy minden sgyes seolubilizdid folvamat
utan az oidatokal centifugalisk, Ss kevds szamosst figysiltek
MEg VagY sgvdiislin nam Hgvellek meg scerasst az egves
asclekban B2 a3 maghigyeles ama mulsl, hogy 8 fehdriek leg-
sagyvobb rdase vagy tolles mennvisdne seolubilicdiodik, takindst
& kinyer! fehérék Hortasdndt nom icllemezigk. & 5838331
sz, amerikal agvestll Allamokbel syabadaimi leirds kemdngl-
tékat  torishmeed granuidtumok & agoregstumol osiib
pindiniume-donddal (GPC) 1tend sadloidedt ismardell. &
tochnika Alldes lohdt ¢ kalimos fellietakilv anyagolaak 8
binldgial makromolshule rdaseoskek altaldnns, nem-spacifikus
srolubllivalisdre wald slkabmardsdra vonatkosih, A mmed
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slidrdsck nom mordetik valamsly Rivand coifshéns tszlasa
ganak ax dsszicheridher vinzonyiinll ndveldsd! katiwos el
latakiiv anvag alkalmazisaeal

Kationos felllsiakilv anvagokat kationoserdld gyantak vagy
shuminhemtariagimd adivvdnach alia! adszorbedi bioldgial mak-
romadskudal sltoibighor i hasendinak [Antonopulos &8 mune
katargal (1881} Blochim. Blophhys, Acka B313-238; Embay
{1878) 1 Hinl Buccele 4238-338; valamint Rinslls &8 munka-
tarsat (1888 J. Collold Interface Bol 18748581 A 4,188,784
2 amerkal egyvesill dllamokbell seabadaimi lelrds wokings
Sl ismeriel karbostonetiboaiiide osslopokedl sokills
kationos felliatakiiv anyag okiatdnak felhasrrdisdval A szen
&k kijelentk, hogy slinydsek az olvan lshreszubssiitusi
ammdniumsdk, amelvekben az gyl alkilcsoport eglelisbh &
szénatomos  hossiidne alkilesoport, 8 B legisliehb 8
srénstomoes rdvididnat slkiicsoport. &z dven kationos fellistak-
tiv anyagok lehedlvé tessik valamely sellird matridior kaposolt
Dinkhgiat makromolskulak eldvolithest

Ennek megfoniitasaként 2 saiedl, palddul 2 mylonbd! ké-
SZUN setndk impregndidse kalionos felliclaklly anyvagoal k-
hatdvd losal poliszachandok vagy nukleinssvak magkdtésest
Maccan &8 Volpi (2003} Bleolophuresis 83:3378-3377; Banlle
&3 murkatdrsal {1000, 4 848 088 sz amerikal egyesii slils-
mokball ssabadabnt leirds; Maclarlane (1081, S§M0.183 sz
amarikal egyesiilt dlamokbell srabadaim leirds] Ex o jplenseéy
rivivdnveidan & kalionos feliistakilv anveg &3 8 polianion
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ROZOW, 3 polisnionok Kosapass! biziesitd kdlostinhatasok
kiwelkaeménys,

Megshapitoliak, hogy a2z srvdipatibus ammdniuvegyiiatek,
amelyelk  atfogidk  a ORT slisldnos  képlstl  kuatemer
ammdniumvegyiistekel &8 sz RNHy  dlialdnos  képletd,
paraffinidneol  lariabmesd primsr amindniunwegylilelieket,
meghstdrosol! kirlimények ket képossk polianionsk kosar
pasars [Seolt (1855) Bischim, Blophys, Acts 18438428, Soolt
{1080 Mathods Biochem. Anal 81454187, Lawent &8 munkss
tarsa, {1880} Biochim. Blophys. Acls 42:478-485; Soolt (1881
Biocham, 4 81418434, Pearce & Mathisson {1887 Can. L
Biochemislry 4518881878, Leg {1873} Fukushima J Med
Sgd. 183338, Balass {1878}, 4,141,873 sz amerikal agvesiit
allamokbell ssabadaimi lelrds; Tokenwdo s munkeddrss,
{1883, 4,312,678 82 amerikal sgyesil dllamokbel seabadal
i ladrds; Rosenbarg (1881), 4301153 sz, amerkal sgyssill
sllamokbell szabadalmi leinds; Tohemolo &3 munkatdsal,
{1084, 4425431 sz amacikal egvestll Sflamokbell seabs-
dalmi lelrdy) dHintorland &g munkaldrsal, (1884), 4 480,575
82, amerkal egyesiii slamokball sxsbadaivd lelrds; Kozma &
rnkataresl, (2000 Mol Cell Biochem. 20Q0103113L Er &
Ricsapds gy 8 nagy polianion-Riitesslirlisdgl & nagy mole-
Rulaativl Kosapddd anvaghl [Salto (18558 KolloideZ, 143881
Sék jelenifle ravarhalls vagy meglordithalia a katlonss fell
letakiy aryvagaat kivéliolt polisnionekicsapast.

Emeliett g polianionok megktidnbdzistet mddon cssphatok
Ki, ligos pH-dridken, a@ olvan oldatokbdl, amelvek fahdabdl
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&G srenmyezd anvagokst lansimamalk. Hven sselskban &
polianionokhor kémisilag nem kBIHAE fahdriak oldatban ma-
radnak, mig a polianionok &8 @ polianionokhor KGIOH egydh
molekuldk Kicsaptdnak, & polignionok, gy & podissachariaok
&8 nuklebpavak Kosapass! példaul olvan molekuldk kissapd-
ciass syl mint 2 podianionokkal reskoidhs Bpd protsoglikdnok
&x fehdrek Blumberg s Qgston {1088} Rischem. J. 881183
188, Molsumurg & munkaldregl, (1883 Biochim. Biophys
Acta SE74-878, Serafini-Fracassint &8 munkaldreal, (1887
Siocham, L 105568875, Gmith S munkatdrsal, (18841 4. Bigl
Cham, S8R 1TI048- 11081, Fuks &8 Viedawsky {1884,
§,382,841 sz ameriksl sgyestllt slamokball sxabadain leivas;
Hascall & Heinggard (1874} J. Biol Chem. 34843334241,
A48 S 42-5304258, Heinegard &s MHasoall {1874 Arch.
Ricocham, Blophys, 108437441, Momne &8 munkaidrsgi,
{1888}, 4,783,788 sz amerkal egvesiit sllamokbell seaba-
dalbm lelay; Les és munkaldrsal, (18821 4. Cell Binl 118845
S&F Varelas & munkatargal, (1885 Ach. Biochem, By
IST2-34L

Valamely fehére oslelromos pondis {vagy ol 88 a pi-

aphys.

Sridk, amelyndl a fehéridnek azonos szdmy pozitiv s negatiy
Oltdse van, Olddst KorGimdnysk kOx6H, amikor a8 pHeertdk
kfzal {kilindsen alafia) van a fehares zoslekiromos pontisnak,
a fehorigk siabi sdkat fudnak képean swdssn savas pol
anionokkad, gy heparinnal Ax Been polisnionok Kosapdsat
olbseghtd kErimbnyek ks o pollanionokkal komplaxet ké
pazd  fehddsk  ssinlén kicsapddnak LB Josques (1843
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Riochert, J. 37188185, AR Jones {1853} Biochim Biphys.
Acta HOBT-812; JE Scolt {1085 Chem. A ind, 18818%;
3,831,380 sz amerikal agyesilt sllsmokbell seabadaind bivas
{Bohn Ss munkatarsal, 1878) o8 4 287 344 & amarkat sgys-
s Slamokbell szabadalnd binds {(Schwing & munkatarsst,
1R8N

A 4 421,850 &2 BRI ZLY sz ameonkal sgyssiiit allamokbel
srabadalind loirds, valamint Smith Ss munkatarsat (1884} L
Biol, Chamy B TIME-THIET polianionok Haxtilisdl ismertel
kationos  foellislakliv anvageel meld  somdnium-ssuliaitsl
{amely lchetlvé fesel & pollanion és & hationos felielakiv
anvag kompisxeinek dissrociBoldidt) végrel! keveldsssl, &5 st
Kovetben hidroldh intorakcids Rnomstogrsfidval On8nd sl
oaetdssnl Az EF OBS18R so publkal owdpal szabadabmy
hejelentés RTX todinnak lpopoliszacharklis! Rationos el
fotakily anyag segiisdgdvel Hriénd elvdlnsstasdt lsmericll
Mincs azonban a2 endoloxin akiivildsanak mérdsdvel szdm-
szerisiell Omegmérieg a lipopolissachard menmddssast e
en. Megmutaltidk s endoloxinakiivités samisgositéad erds
kloadnhatashs Bpd kationos vegytilntekked [Cooper JF (1880}
4. Parenter. Bl Technol 44:13-8] Az EF 0588188 sz dolas
manturmmal iehdt a8 kalionos felliletaktly anyag ndvekvd meny-
nyinsgeivel vageell keeelés wldn nyert csapadékban s
sndoloxinaklivités hidnye valdszindleg ax akivitéenak a el
lataklly anvag &s lpopolissachenid kOl komphoddpeidds
hatasars fulldpd semiegesitésnek az sradménys,
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A ferdebb amiitell mddssersk kézbensd polianionokat, sai-
tard hordozdkat vagy aguregstumokal igdnveinek, amshek ve-
famely kationns felticlaidly anyag haldsdrs szalkeidiv oldhs-
sdg fehdrisket terlalmaznak ahhoe, hogy leheldvs viljon az
oldhatd fehdridk haobldsa a kationos fellllelskliv snvag sb
kaimazasdval, &z smert megolddsol shat nem hiztosRansk
alidrdsl velomely oiliehéne Heziitdsdra olymddon, hogy 8
fehénét olyan mennyisdgl fellilstakiiv anyaggal érintkesteliiik,
smely hatdkony a odliehdrdtdl oltérd feharidk, seaz g szany-
ryverd fohdrdk megktiGnbicietetl mddon vald kicsapasshes,
klGndean amikor az drinthecintds kéchensd polisninok, ssk
iard hordozdk wagy ehdrisaggregdtumok jelenbiiéhen triénk.
A szahamber gyvakran taldikorik oldhald feh&risk slegyeivel, &
AINGE sgvszanl, hatékony modszere 8 kKvant fehéne tisztildss-
hoz, A fehdridk Hezlitdadnak # lolt O mddssere haldvs tesel
a ol képeed fehdndk hatdkony Usziftdsdt Guy, bogy kationos
felliletalilv anvagok alkalmazssdval megkiitnbdzietstt madan
coapiuk K& ofll Répesd fohanatll olidrd fehéridkel A szany-
ryerd fohérek Hyan kicsapdsa siinydsen kisvellen, &s nam
gy polianknek, seildrd hordosdk vagy 8 seonnvesd fohing-
ket éx mds mnlekulzkat tadaimasd spgregdlumol inlenieisisl
A TALALMANY OSSIEFOGLALASA

A elan Rigmany olidrast biztoslt 8 o8t képsed fehdre
fiszlitasdry & oolfehdnsl &s ssennverd fehdndl turtelmped
alegybd, shad a2 slagyst valamely kationos feltislaktiv anvag
hatdkony mennyisdgdvel drinthestetitic gy, hogy a ssennyezd
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fehére  prafersnoidlisan  kKicsapddin, mad 8 oblfehéndl
kinpenlk.
AZ ABRAK ROVID LEIRASA

Ax 1. S g OPFGlemuentrscidnak sz urikay skiivitasdrs és
tinztasdgarg gvakorol hatasall mutatia be.

Feloklolt B, coll 2érvanytasteRbdl ssdrmuaed omils sradetd
urikde fehdriekoncentraniSial {A) & enzimaldivitdedt (B mdnjik
g OPGwval vogeet kezaldaek 65 a contifigaidsos slvalaszias
ulan, A sgyes Roldlumok Baflagos skilvitasst {O) sseknek az
srickeknek a hanvadosaként ssamifiuk ki {aklivitasfeheriekan-
ceniricid).

A2 shra sarvinviestekbd! nysrt nyers emids aredel wrkde
ga QOFE % COPFGwval kesell utkdz mdrellisdnisos HPLG
sromstogrifide analizisdt mulslia be.

(&) OFCasl wigzoll korslds ndlkil, seolublizdlt B, ooff
sarvanylasiek ds (B CPGwel (B078 %) vageelt Kosapds és
sxlivds ulant faliliaxd folvaddl mératkizardsos HPLO prodillait
analizalivic Az sbrak slatll Shideatokbar doszesiilk az agyes
magimumol alatll teriiaieket &8 az desxieriiel ssazaldlkdhan
kifejprell ondkekad,

A3 dbra o OPCvel hevell unkds SDS-PAGE (18 % géb
analizigs! mutatia ba.

Az uriiziaridmi mintékat ax 1. péidaban leirtak sserint
aififoliuk b A mintsk az oldrss kiHOnbdzd Bpdesiban velt
alikvol rdezek 3 kbvatkezdlk szerint 1. meazd oldoll zéredny-
fatak; 3 mgzds OFCol végesl hozelss ulani feltiltess
folyaddk; 3 mezd OPCvsl végzell kezelds ulind sremese.
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A 4 shra nyers sefy  antifest merstkizdrisos HPLO
analizisdt muialia be DR % CPO-vel végrelt kezelds widn,

{A) Osszehssontitd standardként BTG-37Y sofv antitest,
{B} ssolubdlizélt zdrvanyiesiek és {O) begbngydissl bizlositd
kozaldy, OPGwal (G D2 %) Ortdnd Kiosapas &8 s2irds uldn
foliitesd folyadeX mérmikizdrdsos HPLD profiliall slemezziic
Az sgyss maxinumok st forliistat ss o Sesziertist sadzse
ekdban kifciozell oridhekel az sbrdk 2l BblAzatokban
foglaliuk Ssaxe,

Az B, abra OPCoal kozall soPy antitest SUS-PAGE (18 %
gél) analivisdt mutatia be,

Ar eoliaras kKiionfele lopésetben vell, scbyv  antitesist
tariaimazd mintakat o8 standardokat mutatunk be & kdvetkexd
sorrendben: 1. mezd - molekulastly standardok; 2 mssd ~
oldoft sarvdnyiastek; 3 mesd « baglngydh ehérs! 4. megd ~
CPG seamose; B mezd —~ GPCwel végesll kezslds uldnd
fadiiGaed folyadék.

A 8 alwy belsntedersn OPCl vald koeeoldse o8l &8
utdes HPLO gélsxlivdses Rromsatognsfidgiat mutatia be

{8} CPRC-val ridnd kavolds el

(B CRCwel Wirténd keasids uldn,

200 W mennyiedget witink Rl sz osslopra 01 mgimd

)

2

A TALALMANY RESZLETES LEIRASA

A fohéridk amdfoliick, mind poaitiv, mind negatly Olidsssl
rendelkernek. A fehérdvel kilosdnhaldsbs Kpd oldat ds a
téssel rendelond molakuiak pMdridke befulvdsols g fehéne
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nalld loset. Pehdnek xS erds xblcsdnhaldsok meheingk
végbe, ha valamely fehére noltd illdss semieges {zosheliro-
mos pond). He az oldel pH-dridke o fahdrle zoslskiromos pont
& alatt van, akkor o fehdos nelld pozitiv iidsse! rendelksziik,
&3 slektrosziatikus faszitas Bophet fal & kationos molskulgk
KGzOH, idesrtve az agyéb fehengkel i,

A faldimany odlla clidnds bidlositdes szolubilizall oolfehdnie
et oldatbdd olymddon, hogy 8 szolubiizall slegyet valamely
katinos felldlotakiiv anvag haldkony mennvisegdvel drintkez-
Weditk, @8 a offfeharidt kinyeriilk. & kalionos fellielsldiy
amyagolk pogitiv iidel felliatakiiv molekuldk, Erek & vagyle
olek altalaban kgaldhb egy nenvpoldres ailds caoporiot i
tartaimaenak. A celfehdre zoslakromoes pordia sifnydsen -
gychh mint 7. Az ogyik kivitell glskng! az oldat pH-dridks k&
rEHbhail ugyenaidons mind & celfehdre oaleldromos pordial As
sy oldneds Kvilell slakndl a2 oldat pHedridke kisebb mint &
amikor a2 oldat pHéneke nagvebh mint g offehdrle ko
slekiromos pondla, a2 oldat pHantgke 1.8 pHeegysdgen bl
magkivelill & cdllahdre ocskkbomos pontidl. Ax sgyik kivilal
alakndl, amikor ax oldat pH-éridke nagyobb mind & oélfehére
osdeldromos pondls, &z oldat pHdrigke 1 pHagységen bal
magkdreilt a oslfahares Roelakivomos pontidt.

Ax agyik Rivitell alakndl 8 szornveed fehérisl vagy fehénse
kot proferencidiisan ceapivlk ki ndvebve ordltl sz oldatban
maradd fehdoskben a célfahdrie rdszardnydt Ha példdul s odl
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fohdne &% 2 szennvszd fehdde olvan odatabdd indulunk K
ghal a colfehdre 30 %9 ar oldatban Bl dssves fehdridnek,
akkor 8 slsimdny cerintl efpirdssal Gy tastithatiok 3 céb
fehaviel, hogy & kapoll oldatban a colishére az oldatban
visszamaradd Ssszes fohdnének 30 %2 vagy 19bh, 40 %es
vagy 10kh, 80 %ea vagy 1OUD, B0 %ea vagy 10, 70 %2 vagy
Wbk, B0 % vagy 16bh, 80 Y- vagy 18hb, 85 %ea vagy b,

& preferencifiizan Kosapiuk” kifsjezds, amint ast #©t
hassndliuk, agt jelentl, hogy ogy feheridl vagy fehsiisk eyy
ssoparit nagyobb mdridkben cospiuk ki mint gy mask fehge
181 vagy Tehdngk egy mdsik csoporlidt. Célfeharne de saanme-
28 fohdrjdk slegve oosldn polddul a szennyverd fehéridkst
praferencidlisan caapiuk K a odlfehdnidhes képast skkor, ha a
seennyszd fehének 20 %-at vagy s2! meghaladd rdsedt ki
coapiuk, wikdchan 8 ofifehérensk kovesabb mint 20 %t
CrapRiK KL Eltnydsen & sseniwverd fehdridknek nagy ssdeald
& osapiuk, mikGeben 3 cfffehdnidnel osak kis szdzsiekat
csapiuk K Az slinyds kivitell alakokrdl 8 szennyvesd fehdr
Ensk 30 %8t vagy st meghaladd résedt Kosapiul, ralkdzben
& colfehdridnek kevesebb mint 30 %-at coapluk K ¢ szennye-
0 fehdrishosk 40 %80 vagy st meghaiadd résest Kicsaphk,
mikfzhen 3 célfehdénének kavosehl mint 40 %8 ceapluk K s
srenverd fehorjdknek 80 -8 vagy sat maghaladd résedt k-
osapiuk, mikdzhen g colfshdrignsk kovesebb mint 50 %&
ceapiul ki o spennyexd fehdoidknek 80 %81 vagy ezt meghs-
fadd réseel kinsapiuk, mikdehen 3 odifehéridnak kovesehb mint
S0 o-al coapiul K 8 sernnyesd fehdreknek 7 %-at vagy axt
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meghaladd sdszdt Kicsapivk, mikdshen g cdlfehdridnek keve-
sabl rint 7O %8 cxapiuk K 8 szannyerd feherigknek 88 %
a1 vagy ext meghaladd réerdt Ricsapiuk, mikdzben 8 celfehér
onek kevesohd mint 80 %-at cospiulk ki 8 szennyssd fehdrisk-
rel SO %8 vagy et meghaladd niezét Kicsapiuk, mikfizhen g

cotfehdridnek kavesebb mind B0 %8t conpiuk K 8 sesnnyesd
fehdodknek 88 3-8t vagy ozt maghaladd rdszét kiosaphuk, mib
kdzben & collphdrignek kevesebh minl B8 %81 csapiuk ki
Elbrypdsen a ofifehdrie kis sodcaldldl csapiul K, pdidad ke
vasehh mint 80 %8, kovesabb mint 80 %edl, kevesshh mint
A0 %e-at, kevesebb mint 30 %8t kevesehd mint 208 %8, keve-
ssbb mint 10 3631, kevessbhd mind § %-at vagy kevesebd mid
1 %edt

Az eguik kivitel slekndl sr oldetbhan 8wl fehdre lkliss
menmnylndge {oolfahdne + szemnyszd fohdris) a inlalmany see
At teziitd e fards kivitelezdse o0 0110 mgiml Egyss
kivitell alakokngl az oldatban 6vd fohdrle inlies mennyisége 8
taldlmany szannt Usziid ofidrds Kvilnlozdse olBH 01-3 mgdnl,
0,32 mgfd, G588 mgiml 850 mgdml 12 mofmd vagy 1
mgdfnd KOril.

Egves kivitell plakokndl o szonnveed fshédriék preferencidiis
kinsapasa kilovellen, 68 nem gy vagy nem Rige Bnyvegesen
a polianiongk islonidl&idl Egy masik kivitell slaknd! 5 scemy-
rverd fehdndl praderenciadlis Kosapdss kbevelien, & nam figy
vagy nem Mgy Bnvegesen seilldnd hordosd jelenidetdl Bgy
fovabbl kivitel alakndl 8 svernysxd Tohindk prefersncidlis
Kicsapasa nom Kigg vegy nem figg Mnvegesen a szennyvezd
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fohdridk &8 mds molekuldl kG20 sgoregdtumok slanidiéidl, &
szanmverd fehdrpk preferencisls kicsapdss nem figg vegy
ram gy Bnvegesen valamelyik atkoldrdsattd {pl polianionok-
W, seidnd hordosdhidh vagy 8 ssennyvezd fohdrdk &8 mds mo-
folak agoregdiumaiidll, ha polday az Histd alwnlivéss ab
Hvolides nince kihptéesa! Hislve ninos Bnveges kKhadissal &
srennyerd fehdnie prefurenciliiy kicsapdsans. Valamely alkotd-
ey aitdvoiilass poldawl skkor nines Boveges halassal, b »
szannyesd fehériek preforancidlisan kicsapddnak mind az Hisld
alkotrése jslenkiében, mind a Evolidtdben. Tovabbi pdida s
ehat, hogy o szemvezd fehérgk ugyanolvan mériskban osa
pddnak & proforencialisan, akdr islen van az Ysid allotdrdse,
akdr nincs. Eldnydsen o seennyesd fohéridhnek ssonos vagy
Srvepshen azongs mennyisege csapddik ki ap Hisld alkpe
Wrese thwnlicteben vagy Snvegshen vollidben mint &
slkotdrésr jslenididbon

Egy mask kivitell alslndl sz slidrast polisnionok 8ol
Stdben vagy Enyeges menmvissal polianionel tvolididben
folvigtiuk lo. Egy tovabbl kivitel alaledl sy elifvast sxildrd
hordozd Evolidhiban vagy Bnveges saildrd hordond tavolidte-
ban vielersik Rl Egy mask Kivilel slsknd so offrast a
srermyexd fehdddl &8 mds molekuldk kS8 sgursgdtumek
Byolisioban vagy & ssenhvesd nhulndk s mds muodekulak ki
208 molskulak Boyegss mennvisdpsinek bvclictiben folviat
K g A poligrdonokbd], sxiiad hordordbdt valamint & saany-
nyerd fohdnal g8 mas molekulak kisOl sgurendtumokbdl gl
ssoport ket vagy harom agidnak vollktdban vagy Bnyepes
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mennyisdgeingk  Gwolisidhen vitelezzik K oldnydsen a2
alidrast

& ialdimdny ortslmdban tahst Ggy Brunk ef, hogy
{a) szolubilizall colfehans! &x sgy vagy Obh seolubiizgit
szanmvesd fehérel dés lgos pullert farlaimasd oldathd
indulunk ki shol 8 célfshitile osiekiromos pontis nogyobd
mmint ¥, a colishdrie ligos pHoandken poslily (0hdsl &8 az sgy
vagy 1bh szennverd fehdde polianion KHitésss! rendathenik;

{b} ar oldatot agy vagy Hbh kalionos felilleiskilv anvaggst
erinthestatve 3 ogy vagy 1bb szolubllizall szennyezd fohdrist
prefergncidlisan  kicsapik, ezzsl mognidvelre s oldstban
maradd szolubiizall fohdrdk kGzsl 3 szolubiizdll colfehdns
aranyal, abol 8z egy vagy Whh kelionos fRellleiakily anvag
amfipatikus smmdniumvegyiiat, simely a QN disldnos képletd
kvatermner  ammndnisovegydieskb8,  ar RRNH  dfaldngs
kepletll,  porsffiniéncol twialnazd poimsr ammdniums
vagviietekbd! &y o foloroRal soihd! 8BS csoporibdl kerll
Kivslassiasry,; &8

{¢} 8 srolubiizall colishdiet Kinveriik,

& taldimany szerni olidrds hirlokdéban 2 szskember
rutiniabs felosik & alkaimasandd Rdliielskliv anvag és 8
Rrimdnesk, ol pH himénsekist, solarisliom, 3 kationos
feildelakliv anyag koncenirdoidis, leles fehdekoncentrdaid
kivilasstass annak Srdokeben, hogy 88 slidgrds Kvikolozdse
sordn ndvskedien g8 colehdne Usalildsdnak hatekonysdgs.
Cssrshasoniithatunk poldayl oildrd pHGridkaken S alténd
felletakily anyagkoncentracidk mellstt végrett Hextilisokat ax
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gplimdlis Usziitast feltdialek megheldrozdsshor. Péidakst sme
ax ofisrdsrs g kiviell pdidak sxolgdliatnakl Ar sgyik kivited
alakndl az oldat pH-aridkéd gy valasstiuk meg, hogy & isheld
lngnagyold Sridki lagyen anskil, hogy Bryegossen oadkkan-
o & kinyerd célfehere mannyiségs.

A taldimany vabbl calla slidesy biglosiidss axoknsk @
fnlidlelelnek o meghaldrosdsdrg, amelvek lohoidvd tessik 8
calfehdridk hatékony Hszlitésat gz oldhoidsdguk slapidn »
kationos fellielakliv anyagok hatdsara,

A kationoy fellilelakiiv gnyag haldkony mannyiségs a8 8
mennyisdg, amely 2 szennyezd fehdnidk prefersnuidiis kKicsa-
pdsdt okozza. Az egyes Rivitell alakoknd! a fellictakliv arvag
hatgkony mennyisége o szannyezd fehdridh 40 %8, 50 %8,
80 %-dt, TO %Al 80 RN-dt 80 %Al 85 WNedt vagy 88 Seat
oaapia ki

A idimany sgyik kivitell sliskisns! o kationos faltletaldiv
anvagol GO0LE80 % koncentrdcioban adagoliuk, eiérydssn a
kationos fellielakitly amvagot 0.01-0.5 % koncentracidban ala-
gofiuk, &8 kiilindsen «lbnyissn a kationos Rallistaklv anvagot
G.030,2 % konosntrdcidban adagoliuk. Egyes kivilall alakokndl
& kationoy feliletallv anyagnl GG %, LDTO078 %, 401
.08 % vagy 0.0008,03 % koncerdnicidban sdagoliuk,

A taldlndny agyik Kilel alakidndd o fontl oljdrdst akkor
folvtaiuk le, amikor & kationos fellletaktiv anyeg awdipatihus
arynoniumvegyiiet.

Az egyik slfnvls Kviloll alalmdl 2 seolubilizall colfiphdngit
tovshhd feldoigorsenak veliilc ald, mivtan preferencidlisan kis
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ceaptuk 2 ssenmyard fohérskel Az lven tovabbl holdolgosss
magdhs foglsthat fovabhi Hsolild Gpdosket, aldbvitds vagy
koncentracidmeaghatfirozssokat, Jdislizlsl, kromatografi® b
HELC, mévelikizarssos krnmatogrdfia), slekirofhwrezist sth,

Amit & kifopsossket U hasanaliuk, ar amfipalikus
smmoniumvagyiistek affogidk a8 mind kationes, mind neme
poldros rdezekel tartaimazd, QN vagy RNHY alislénos képe
otll vegyilstekel QO axt jeldl, hogy 2 niinogdn kvalemse
smmdnivmesopont {ghol & nitrogdnatom kovalsns  kidéssal
kaposolotik nagy szerves osoporthor, amebrek egymdshar s
kaposoiddhaingk vagy ogymdshoz nem kaposoiddnak) Hs a
szerves csoportok egymashor kaposolddnak, guivls aliifds
vagy aromds vegvlicloksl alkothalnak & gylinls szerkeratet
kdpasd atkotdrdszek ksl kitissk clekironkonfiguracioitdl
figgden. Ha a kivilasziolt amfipatkus smmdniumvegyliet &
taldnos képlate RNH, akkor & vegylist primer amin, shal R
elentdse gifas caoport. Ax alifds osoporiok vl seénldnnd
STRIVER OROROTTOK,

A fadaimany sgyik Rivitell slakiang! 2 Kivalasziol amfipatikus
arynmoniumvegyitie! haloganidds! sdt kdpeszhst, A halogenidedk
aitnlaban g Huorid., Kords, romid- &8 jodiliont adalimasd sdk

A {aldbrdny  egyk  kivitell  oslakiandl az  amfipatkus
gmmoniunvegyiisd legaidhb egy, 830 szdnatomos alifds lane
cot tardahnee, oldnydsen ap amfipatkus ammdniurmvagyiisd
legaiabb sgy, 818 szdnatomos sifls dnoot tartalmax,

A taldimdny gk kivitell slakiind! o kKvalassiott amfipatilas
ammiinvegyiiiel & colil-piridintum-adkhdl, sztemramid-mati-
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piricindureadkbsl,. laupbpiudiniun-sdkbdl,  celikinoiinium-
sokbd, lardaminepropionssemeli-dariaredihd, auwrilb
amino-propionsavfémadkhdl,  lsuribdimatibbetainbdl, sicant-
gimstibbatainbdl, huwildihidrogbetibbalainbd &8 benzstdnium-
stikbal S csoponthd! kel kivalassidses,

A hasansthatd smfipatikus ammdniumvegyilelsk atfogiik s
kivelhasdhel, sconban nem korddlonddnax s felsoroliakes:
haxgdecipindiniumekiond,  dekvalinlum-acstdl, hexadsoil-
pisidindursklond, ostil-tvimetibanvndniurekiond, vegyes nalkik
dimatib-bonzi-ammadniurekioeld, colibpiridiniumeiionid  {GRGY,
N RdimatiN 3244401, 1, 8 etrameatibbutit eanoxibotoxd}
stiil-banzobmelan-ammonism-kiedd, alki-dimetibbaneib
ammdniun-iond &8s dikidrbanzib-dinnstibalichammadniums
Klorid,  ietrsdeciiiimetibammdniumebromid,  dodecirimeatih
ammonium-bromid,  ostiltimetbammdnivnebromid,  lawib
dimeti-batain, selearidimetibbetain & lauridihidrog-ati
Bretain,

A laldimany eyl Rivilell slakjandl 3x  amfipatikus
srndriumvegytisl valamsly  colipiridinlumsd,  igy cefih
pirichindurrekiond,

A iaimany ooy kivitell alalidndl & kvant fohénst
tartalimazt elegy seilakotdrdarekal, palddy milorganizmi-
SOOI, igy Dakleriumokid! mint B coltdl sadmazd, seib
alkoldrészaket s fariaimas.

A taldlmdny sglk Kivitel alailandl 2 seilalkoidndss egy vagy
tohh fohdiia,
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A taldimdny agyil vited alalindl o pdtfehdrje mkombindns
fehare, palddul eneim she,

A fpldhndny sserintl olldrds Telhagendihald sokldle fehere
Haslitdsdra, Esek o fehéndk g kiwvolkezdk isheinsk, azonban
per kordosddnsk a felsoroliskra antifosiek, urkds bele-
ierfaron, pidos faklor X inhitlor, savas dezoxiibonuidedsr i,
stgastaz, Basorim, papsin, paroxiddr, pankesatin ribonukieds,
fripezinogen, fnpasiy, olokidm ¢, erabutosin, staphyloooeous
aureus enterstoxin ©1 &8 monoamin-oxidas &, valamind egydb
olyan fehdrjék, smelvek Wgos kinlimdnyek kSzB pozitiv
Hltdalek,

A aldhndny gk Kivilell alakidndl a2 cslfeherie lehet
antitesd, receptor, ermim, transzpart fehdre, hommon vagy soek
tradéke vagy konjugatm pl agy mdsodik fehdvidhes wagy
vagyszahar vagy toxinhoz Kaposaiddolt fehdris

Az antilestelk atfogigk a felsoroliskad, sronban nem kon
idloeddnak exekesr muonokdon, humanizall, kimére, sgyldncy,
bispecifikug,  Fab  Oredékek, Flabi2  tredéksk, Fab
SRPrassziid kinyvidr Sal omell Wredékek, anti-iintipush
{antiid}  sntitexiak, volamint & fontiek kdzll bdemsdvik
splopmegkitd Hraddiy, seeal ¢ folidisliel, hogy ¢ tiseilias
&riiondrest kOO az antitest poritly 108884,

Monokion antlesisk ol0ailinssrs minden olysn mddszer
hagzeadihald,  amely soitvonadak folbromalos  kullurdiabdl
antitasbmolekuidkat termel Bsek 8 mddseersk a kdvetkazdket
fogidk & azonban nem korkdtorddnak o felsoroliskes: Kohler
&3 Milstein hidridoms mddasens 1875, Nature 388, 405487 és
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£378, 110 sz amarikal egyesiit sllamokbel szabadaimi lelrdsd,
ambard B-sell hibvidoms mddszer [Rozbor &8 munkatansel,
1883, nmunology Taday 4, 72 Cole & munkatdrsal, 1983,
Frop, Netl Aced. Beot UBA 80, 202820301 &5 smbert
monolkldn antilsslek oibaiiasdra srolgald BEV hibndoms
middszey [Cole ds munkatdrsal, 1888, Monocional Antibodies
ang Cancer Therapy, Alen R, Lisg, Ing., pp. 77881

Az dyen antiostelk slepkent alkalmazhaldk, amebrdl
kifnozhatdk és rekunbindldssal exprossesthaldl gz sgves
naly &y kinnpl Bnogk. A k&t lane  reRombinalasss
axpresseathald ugvenabban 3 seitben vagy o vitre kombingh
hald kHOn-RGGn 10ndnd sxprosseallds & lselitds uln, A
kKiviint nehés vagy kdnnyll ldncot kddold vagy & kivant nehdée
vagy kinmpd @i vallord tarlomaneat ataimasd molekuiat
kédold nukisinsavakat (pb plazmid vekloron) seitbe utlathatik,
amaly Ky sgy sntitsst msghatrosoll nshdz vagy kol
oSt vagy &8 ot torinlrmzd molekuldt expresszalis mullimey
fahdre kifelexdse ordekdban. Ugy s slidchatunk, hogy nehig
lancokal  vagy seok vallosd  tatomdnydt  wagy CDRSt
tartaimazd mokskuigkal 2 Kepdssid kdnnyll ldne vagy amnsk
valtozd  tarfomdnpdngk  plonidle ndlkil exprosss@iunk &8s
hassndiunk fel Mas kiviledl alakokndl sz Hyen antifestsk &
fohdrigk o lanovdgl nitrogénatonnal vagy sadnstomndl mddo.
sfloftak shatnek, péliaul 2 lonowdgl kerboiiesoport amida.
Badval vagy 8 Enoveg aminocsoport anclilezéssveal,

& kimera andiest olvan moleluls, smelynek a Kiidnfle
reezed RUONDEZS Alaltfpiaktd ssdmaenak, péidaul patkdny
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AL eradetl s embert immunglobulin Slandd tertemdnghdt
sEarmars valord tarlomdmt fartalmar fLasd paldau! Cabilly &%
wrankatdrsal, 48105887 sz amerkal egvestll Slamokbad
szabadaimi leirdy] &8 Doss & munkatamsa, SEEIRY 82
amenkal sgyestit sllamokbell szabadehmi leifrds] A kimdis
anfifesisk oigHiassrs seolpdld mddssernsk ki lorbek
megfelald  antigénspeclikussdgy o0 andilest  mokekulald

sarmazd ghosk &8 meglakid bicldgiat akihvitast smbert anti-
fost modehkula ginjeinek  rdasekne bonltdsa [lasd  pelddu
Monison ds munkalarsal, 1884, Prog. Natl Acad, 8ol 81,
GR51-GA5H, Neubsrger &5 munkatarsal, 1984, Nalire 312, 804
808; Takeds S8 munkaldraal, 1885, Nature 314, 482484}

& humanizdlt antisstek nemeamibert sgvedekid szdmaxd
olvan antifest molekuldl, smalyaknak agy vagy 1Gbb kiogdszi-
tdomeghataroxd vlomdnys {CDR, complamentariy
detenmining reglon} van nem-embsr! sgvedskid! & wislari
manyal varmal sgy emben nmungichulin moleladabd! A he

manizal antitesiel sl0alitdsars szolgald modazersket példau
& kivetkezd dolumentumokban ek le Queen, 5,585,088 sz
amarkal opyesiit dllemokbell seabadalmt lelrds, Winter,
§ 325 538 sz amerikyl egyestlt Slamokbell seabadalmi leirds.
A vaziartomdnyok ds 3 CDR-ek nagysdgdt ponlosan definidh
1k [dad Sequences of Proteins of nmunologios! Interest’,
Kabat, E. &8 munkatdrssl, U8 Depariment of Health and
Hurnan Services {18831

Egyianod antileshak gz By tarfomény nehds és kbl ldne-
Kredekeinek aminosavhidon keressiltl irtdnd Sssrekaposold-
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saval kdpedonek, amikor is sgystien idnchdl alid polipeptid iBn
Blre, A sgyianon antifestek silalilasars solpsid mbddssers-
kel pelddul a3 kvetkezd helveken 8k lo 4848778 sz
amerikal pgvestlt dlamokbell srabadaimi leirds, Bird, 1888,
Suience 242, 423428, Hustn és munkatdrsal, 1988, Proc
Natl, Acad, Sol USA 85, BR75-538Y; Ward &8 munkatdrsal,
1988, Nature 334, 544848

& blspacifilus antilest olyan gonstikailag kiglakitol antifest,
amsly k&l cdltipust mmer fol, pll {1 sgy specifilus spifdpot és
{2} agy Kiokdd® {tiggen molekuldl, paldayl miclold seitsken
fovd Fo receplorokal. Az fven bispesilkus antitestekel kémial
Seszekaposoldssal, hibridomaesl vagy rekombindns hioldgiat
mddeserekkel dithatiuk st

A anditest Wreddkek kiwiadnek 3 kdvethesdir, asonban
pam koddtonddnmk 2 felsorollakig: sz Flab )2 redékek,
amalvek ar antilest molskula pepssines feltdrdsdval nyorhatdy
dg gz Flab) hredekak, amalvel az Fiab@ Kradskek diszulfig
hidiainak redukciiidval Sliithatdk old. Fab exprosszdid ke
t@ral ik kislakithatunk Huss &8 mupksldessl, 1888, Sclence
246, 1378-12381] annak drdekében, hogy gyorsan s kdnnyen
azanusithassuk @ kbvand  gpsotfiussagt monckidén Fab
toradékaket

A ialdhnadny ey Khvitell alakiindl a fehéte valamely
urtkae,

A taldimany sgy masik Rivitell alakidnsl az unka: emids
eredelt urikdz,
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A taldimdny sgy masik kivilell alekignadl gz amifls oradetil
wikde valloedkony enids sredetd wikde,

A talalmany sgy lovabdi kivitel alakiiingl sz amids ersdatl
Wika sertes sradelll wkae,

A taldimdny ooy mag tovdbbi kKivitell alakjanal g valtozskony
sortds eradelll urtkdz PKSAN jeleést urikadz

A alahmdny sgy masik kivitell alakidnd! a fehdtle valamely
antitest,

A taliimany egy masik kivitell slskiandl az antitest egyldnch
antitast

A 8imdny sgy ovabbl Kivitel slakidns! g Rohdre valamely
interfsron,

A taldimany egy mayg tvabbi kivitell slakiang! ar inherforam
bata-interfaron. A egyik kivilell ddakndl gy indsefaron 1D bela-
intarferon, [Nagolg, 8 &s munkatdresl, Nature, 284318 {1880y,
Gosddsl, DV & mupkatiessl, Naturg, 387411 {1880y
Yebheorton, B &s munkatdrssl, Nuc Acld Res, 87731 {1881y
Stsul, M & munkalérsal, Proo, Natl Acsd Sol {48,
THEB4E (1881) 28033 sz ourdpal seabadalvi belelentss,
THET méjus San publiaivg 381134 82 aurdpal seabadalm
bojelentds, 1881 flus 15-8n publikaben; 34307 so surdpsl
szabadabrd bejelantds, 1881 augusslus 38.&n publikdlva &s
837 378 sz belgs szsbadalom, BE1 Mus 1-8n megadw] A&
folsoroll dokumentumokban  kildaitle middsawelst gk o
bhela-intorferon  oligHitdedra rshombindgns DNE  mddssensk
athaimazdsgval A balderialis Glon feonell interferonok Rinyse
résdre &o Heziitasdra szolgdld mddszaceket & kbvetkezd do-
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kumantumok ismarisliks 44580103, 4 315,852, 4,343 735, &
4 343,738 sz amorikal sgyes(ilt sllamokbel szabadaimt lshg-
sul; Derynck &8 munkatarsal, Naturs (1080) 287183187, &8
Soandells &8 Komberg, Biochamindry, Wddd7 (1871}

A egyik Rivilell alakndl & ofifehdrie pides faklor X A pidea
faklor Xa banmilyen, 8 seskember seamdrg smert madaon el
slithatd, lgy & 8311349 sz samerikal seabadalmt leirdshan és
B WO 9423738 sp. nemeetkdn szabadalimi publikdcitban el
mddazerel,

A tald immy sgyvik Rivilell  siskignal az  drintkezisidst
kOritisalld 1 pore &p kOritballl 48 dra xOo0H idelg, sibnvisab-
ban kéridbelll 10 pers &8 kirlibelil 24 &ra kOO ideig,
kOrtibaly 30 pare & RGriiballl 13 dra KO20W Wely, RaGridbelli
30 parg & kOridholil 8 dra kOudl idelg, koetiballil 30 pare &8
RErtHDaiN 8 Ora KOGH Wdely, KortdbelH 30 por & ROelibel 4
Sra kSeSit idelg, RGriiballl 30 pere &8 kdritiheld @ ora kbadil
g, RirGibell! 30 pore &8 kivliballil 1 doeg KOe0H idely vagy
kOrlihal 1 ra ds kOnihelld 2 dra RSN idely vegeszik.

& dimany sgyik kiviiel alalgdndl ax  drinthesietdst
kortibelt! 4 70 de kOrilbelt! 38 °C kfzit himersskisten, k-
rhsen alfinylisen korikheld 4 °C & kériibaldl 38 %0 kot
himeradkicton folyviativk b

A jelen aldimdny sgyelsn sserkdnt & fothaszndlis =
tationos fellisiakilv anvagol 74 nagyold  zoslekiromos
panttal rendetkezd fehére Kgos kSrliménysk kSzB wntend
fisziitasdra,
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& jelen RIGmdny olyan urikdzt is biztosl, amaly a2 slegybdi
catit-piridiniirekiond hoersadasdval gos Riviiimenysk ksl
lalt finplitva,

A toldhmdny sgyilc kivitel alakidndl sz wikazt kadold DRES
tartaimasd bakidriumseihd! nyeriih ar urlkast olymddon, hogy
& baklsnumssjie! keseldsnek valiiik ald g DN exprosszdiass
ra &8 82 Wrikae lermeidsive, maid ax unkast kinyetitk,

A laldimduyy egyiR kivitell aslakjandl sz wkat g
bakiSriumseiian bel(il Kosapoll anyegokhd! myenik ki

A slen bidbndny texiiol urkast & bixloell wikde-polimer
Ronjugalism Réaritdsshes Onand elwasenalasa.

& ialdimany T-ndl nagyobb osleldromos pontial rendal
kowd taztitol fehérjél is Distesly, amely Ggy allithald old, hogy &
fohdrid farlaimand olagyst volamely kationos  fellietakity
aryag hatdkony mennyvissgsve! drintkeaistiik olyan kdriimé-
nvek kOzSY, hogy a lehdde positiv 16Hash vagy posity idsh
reaat tartalmaz, mald & fehénét kinyerik,

A jslen aldhnany olvan fethasendlst s bistosH, smelynal
cetib-pinidinium-adt hasandlunk olvan fehérie  Hsatitdsdrs,
ameslynek ax oslekiromuas pontia YoM nagyoebl,

A2 odyan kKhvilel slskokndl, amelvelndl az slegvel egy
kationos felliistakliv anvag haldkony mennyiadgdvel drintkez-
felik poritiv IHitesl colfehdrid bistosHd kinlmenyal ko, a
pH értéke fligy & colfehdrip lermdsseldtdl, Elbnvasan gzonban
& pH értdke T-11 kOedl vany slfinvdsel a kSrithellll 710, 79,
B-11, 810 vagy 8-8 kozdt pHtartomanyok,

PELDAK
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A @t kdvatkezd pdiddk ol 3 allimdny mogdrtiednek
aldssgiidas o tnldhndny korldtozdsa nakid.

1. pelds
GRC felbhasznalises omids orcdeti rokombindns urikdx
fisziitandrs
15 Hatter

A gvogyusasr mindsagd unkansy Bnvegeten menissnsk
kel lonnie ar wikddd o fehengtél. Az B oolf terwd
svotban termall, emids eradatl wikde (roplokiromos ponta
87 & sefleken bl halmozddolt fol g organsiidkbor ha
sonhkh kivall glakban, amit sanddnviostelnes (B} nevesink. Bz
kdnnyan ekiddnithetd tovabli teztitdahos, Ellenidtbhen azzal a
gl nézetel, hogy & anednviestek  Ruszaitkigbngydlt
sapresszalt fohdris! tarkalmaznalk, ezak a zérvanyiesiseen slee
mek halyesen bepSngydlt wikdzt tariaimaznak Kosapolt slak-
ban. Loges pH, pdldddl mintegy 811 kS8l pH bobsidsanak
va ki 8 sanvdinviestessrd slamekst, 8 Kosapddolt fehéris
iraoildddoll. & szolubilizall sdrvinviesissert clemekbasn az
uriidztartaben karilbelll 4080 % volt, &8 kilaradt Hastitdsra
voll sziiksag ahhaz, hogy homogén urkazkdssiiményt kaplunk.
Ezant & hobyen homulatiuk 2z wikds & mas by fisrtitasst
seti-piidinlum-Koriddal ({OPC), ahal 3 tHsslasdy  sokfdle
modszerrst fllapithatd meg. Az emids eredett urlkaz tastass-
gat paldaul olyan madon ridksibelitr ki hogy meghatdrossuk
a faflagos akibvilast, az clekirofordeist és sz SUS-PAGE gélek
fastésdt Kivelban megielend sdvok szdmal, vagy 8 mémiides-
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rdsos HPLO uldni lovomatogramban megislend maimumok
SZAMS! &8 mersist
1.2, ANYAGOK £8 MODSZEREK
1240 50 mB NaHCO, pulfer {pH=10.3}

Eet & pulffert ggy allitofiul o8, hogy natriunvhidrogén-
karbondtot oldoftund, &3 o vépsd koncantrdnidt SO miMera &l
tottuk be & pH Sriekdt 10,210 4ot Sllolluk. & kezdell pH-
arigkid Wggben 01 M HGholat wagy 1 N NalHoudst
hagenaihetd,

.33 10 %08 ORCoidat

10 %o CPGoldaiol késrlistiink olymddon, hogy & OFCY
closziiliall vishan oldofiuk, &8 10 gMO0 mi végsd koncentranidt
allitotiunk be,

1.2.3. Sertds sredetl rekombindns wikds suprossedlisa

Enids svedell rehkombindns wikadd {urdboidae) saprase-
szaitunk B ooll K12 WETI0 F Wrasbhan 8 Duke Unbhearsity WO
QHOBI8E sz nemzetkdzl seabadabnd publikdcididban 68 2
SIHOBR 488 sz amerkal ogyesilt dllamokbell  ideiglenss
sxabadaimi bejalantesben el modon.

1.2.4, Az urikazt termeld bakidriumok fonydaziise #8 &
tenydszet Sssregyiitése

A bakWsrumokat 37 “Ceon lenvéssistitk kawains
hidrolizaturmd, SlesziSkivonatd, sokat, glukdst &8 smmbniat
tartalmasd Wptalgion.

A tonveszios ulan 8 bakldrumokat, amelyekben ar wikdz
fothalmoxddot, contifugsidssal Desreoviiituik, & 8 Bplalg
maradokanak elidvolildsdrs vizzs mostuk
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1.2.5, Sajlethontss és Kinyerés

Az Sesregyiiint soltekat 80 miM tring pulfert (pH=8 0} és 10
riid BEDT A tartalmazd oldatban szusspandaliul, &3 olyarn véy-
&6 rfogaiol ditottunk be, smely mintegy 30-szoross volt a
softek szdrae stivanal. Keverds kizben Rssozimst adiunk &
seamosdhez JOL0-2000 sgvesgim! konosnirdcidban, &8 1830
Sran &t nkubiltuk 4-8 “Ceon,

A sejfizatumot Snednviosss kevardssel, mail lirshanggsl
kewalUk. A seuszpenzidt asonos Brfogalt iomsneniasiisll vix-
el highothuk, ds centrifugdiuk. Az wikaz-zarvdnvissiekst fan
talmazd scemosd fonmentesiiall vizzel higiotiuk & ceniri-
fugaiiuk 8 sesonyesdsek fovabbl eltdwoliidsdra. A sondl a2
utolsd mosd Spdsndd tyer! aremosset & tovahdi feldolgordshox
sk, & follitszd folyaddkat pedig slnidiitk,

188, Oldéds

A sérvanyiosthd a0 szamosdt B0 mM NaHCO; putterben
{pH= 18,3301 sruszpenddliul, A scuszpensi® 2542 "C.on
RGribelt! 0.5-2 Sran S inkubsiiuk 8 sarainvissbeondatll wikde
szolubilizalassra,

127, Kozelds CRCyel

W Seon CRColdatol slénk koverss kichan ndszictokben
sdfunk 8 homopenizdlt sdrvanvisstekhas BH=103) a kivént
ORG-Ranventraclh oldrdsdig, & mintdl 124 Sran & inkubaltuk,
amint axt a1, abideatban fellintadilk. Az inkubalds folvamén
polvhes ceapadék vall Rl A mintdt 18 parcly contrifugdliuk
12000 x g éridken. A szemosd! &3 o fallidsed folvadskot alvg-
asziotiuk, a szemosét ax evedell Wrfogalnak megleleld 80 mi
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NaNGQ, puffercldatban OH=103) ssusspendaliuk, Meghata.
roRlul a2 sgvss brakodk enzimakiivitdsdl, a bekoidlkat beid-
mdnyietii e dishediul & maradék OFC eitdwolitdsdrs.
1.28. Fehérjovizegdiat

& kewsll &3 kemslds nelldil zarvdnyviestimintak  alilet
régzainek fehérelariaimdt & mddositotl Bradford-mddszereal
hatdroziuk meyg [Maoa! &s Osebawt (1882} Clin. Ohim. Acts
182851011
188, Urikaevizsgdlat
LES L. Enzimakiiviias

Az urkaz akibvilsssl se ulbaibolvg mddssersl mdrtk
(Fridovich, L {1885 “The compstitive inhibifion of uricass by
oxongle and by rolsted derivatives of sdiazines”, 4 Biol
Cheam,, 240, 3481.3484], aseal g mbdositéssall hogy 1 mgmi
BEAQ hasznaltunk, Parhusamos mintdkon hatdrorluk msg a2
SHTMSS reakold sebassdpd, mdrve 3 hugysav silandoinng ok
délden folvtdn bekdvethesd shezohanciaostkkandst 282 nme
an, A definlcld sesdint sgy skivilisegysdy 88 8 urkae-
mennvisdg, amely parcenkdnt egy mikromd! htgvsay oxidala.
sdhor seikséges 35 °C-on a megadolt koriimanvek kdzitt Az
urikdz hatdkonysdgdt 1 mg fehériérs vonatkostatolt akiivitds-
sgysagekben (Wmg) fejersiih kL

T mM bigysay exdinkoits egyiitthotdla 388 mmven 1 om
Gthossy mafiett 12330 Exért 1 m reslkoidsiegyben jolenled 1§
amdd htgysay oxidaciiis 123.2m8er sbszorbannianadkkendst

aredimeényer. Az abszorbancianak s U6 Wggvdnyehen fellepd
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cedkkenesi 3 glirhe ngdrs szakassdnd alapiiotiuk meg. A2
urtichzakiivitis! szudin @ kivetkaedkdppen seamitotiuk ki
S&osaam (AL MN x DF x Ven

aklivitas {Wimip
Vex 122

Shol OF = highdsi faldoy;
Vau ® a reakoidslegy Ossetddogata {(uly;
YWy = g repkoldelegyhes fothasznalt higiod minta térfogata (W)
1288 HPLD analivls Superdex 200 alkalmazasival

Nathy unkdy anim 88 o lehelsdges scennyeed amnyapok
mannyisdgdt ds srdzaidkos részandnedt sedmszerisiiatilk &
Superdex 300 peziop alkalmasdsdval vogesll HPLE kromgto-
grafidval nyerd oltnids profll alepidn. A uikdz-oldathd
pfrhuzamos mintdkat feoskandestimk be az osslopha. Aulo-
matikusan Kiszamilotiuk & Bhidsatokts foglalluk az agyes
maximumok  slalll torllelel &8 onnsk ar Sescleriist
részaranvakant kifjerst nagysagal
1.2.48. SDE-PAGE analizis

15 % SDS-PAGE goleken vilassiotiuk of a mintskban lgvd
fohorigksl, mexdnként mintegy 20 g fehdds volt slen. &
gilske! Coomassie brillient blus fesickke! fostaliik meg.
1.3, EREDMENYEK

A CPG-val (0,0056-0,075 %) 1-24 drdn & vigestt keraldsngk
3 felliiiszd folyaddkban kimulaioll wikdsakivitasrs 88 ax
urikaz tsstasdgdra gyakorol hatdsdt az 1. dbldzatban s az 1.
abran mulatiuk be. A CFCoel pH=I0S dridken wigeslt
kozniss O g fehdrekoncenitrackd 1,85 mgml 8 failsgos
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gndimaktivitds padig 34487 Uimg voll. & 18 Sbrdn bemue
ol sredmenyek azt ek, hogy a2 sgyves inkubalas! iddkdn
halld 2 foliliszd Rodyadek fehdrekoncentraciia osdkkent &
CRC-konoceniracid  ndveldsdvel. 004 %enal Rissbb ORG-S
honcentrdclh eselén vigsonviag osekély halds volt msghs
gvstheld o fehdriskoncenirachd lskintolében, Q040,078 %
soncantrécidkhan 8 OFC g sredel Sridknek mirdegy B0 %edra
fucls cadkkandsnt o fehsriekoncentrdoi®,

Slentétben a CPOnek s dssefphins-konceniraniora
gyakarnll hatdssival, ae Dagzes oldhald wrikde sidivitgsdt nem
befolydsolta szignifikdns mddon g CPG-koncentrdnid ¢ az i
ubdigal 6 nbveldse (1A 3bial AR egyves inkubdissd dékin
bultd & Tajlagos ensimaktivitds (10 abra) egyaniaiesan ndve-
kotell 3 UPG-koncentrdcsd figovdnvdben a 0040078 % k&
O tadlomdnyban, Bz @ ndvakedds ap wikaddd! eltdrd fohdnék
spacifinug slfdvolitasanak volt az sredménye. Ml 8 wégsd
tzaiiiol enzim faflagos ensimaktivitdss Kivelitdleg 8 Wimg volt,
& svermvezd fehdrdk Wbhedpst a8 CPOwel végrelt kicsapss
thvolitotta el A HPLC és BDS-PAGE analizisek valdban
slalamasaiotiak azt o kdvatkezieldst,

1. akideat
A CPGval végrell kezalds haldss ax untkaz fallagos
akivitdsdrs & Usziasdgars

Inkubdlds ICRCY Unikaz Fehéne] Urikdz

idehe () {9 akilvitdsa {mgdmd) failagos
{Limb aktivitasa

{lmg)




1 & {hosege 8.83 1.88 3.4
3d88)
i &, 008 ¥4 1,8 LR
] 3,01 8,83 178 3,7
1 ER .83 1,78 3.7
i .04 84 ¥ 4,35
} 808 5.8 0,85 §.2
1 80,078 .4 0.8 7.1
4 4,008 8,81 1.7 5.08
& .01 8,38 1,88 5,04
4 8,02 8,38 1.8 5,04
4 .04 738 132 8,58
4 .08 8.4 0.8 7.1
4 RS 8.8 4,82 8.4
24 0,008 8.8 1.8 4,88
24 . 8 1.8 4,14
34 8,08 78 1.8 414
24 43,04 7.3 1.8 4.8
24 R 8.8 0,87 7.1
24 Q075 §.8 .8 74
24 & (hosed- g1 1,88 {57
medisd
1.4 Annak megerdsitdse, hogy 8 CPGkersles nivvell

az urikds Heoxtasdgst
Az 1.3 pondban loftak szorid sldidnieilink &s szolubil
8 Ak urkdstariaiml sdrednyviesiskel Az oldhald anveg
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aHRAR 8 OPL-wal vigest kezolds it 85 a ORCwvel kicsapolt
fehérie szirdss uldn analicdlluk.
AL Az urikEetd oltded Rohdridk HPRLO analizise D078 %
CPO-wwal végestt kozalds uldn

A seolubilizall zarvanyviasisk HPLO anslizise ast mulatla,
hogy 82 wikdnak meglsleld msdmum felencies 18 (R
~28 8 miny & nyvers sarvinviestexbd! S10 minds fohdeee
tartaimanak kdribelil 48 %8t tarloimasea 84 abral & CPC-
vol vageell kerndds uldn a2 wikdenek meghleld maxivum a
fohdretarialomnak mintegy 82 %-dra ndvekedelt (28 abea), &%
agyidejtion jslentdsen colkkeniek a 1522 min reloncidy Wi
nel alualodo szannverd anyagek (SA ahrgl Az wikdanak mege
folald maxinum alaill forlist mintegy 70 %8 8 34 &bran dvh-
nek. Baek g eradmények tohdl axt jelzlk, hogy sz urlkaz das-
tnsdge étgrerssre ndveksaik annak sradménvekédnt, hogy 8
CRO-wvel vageell kezelossel eldvoliinliuk 82 wrikdety oltded
fehénst,
142 0,078 % QPO hotdns sz snzimaktvitésrs

A Bbldzatian felilintoletl eredmdnyek azt mutatisk, hagy
az urikdzakivitds tmegmdriege megmaradt 3 kezelds folya-
man, A OPCwvel végeell kerelds sz oldstban v Sesass
fehdne 80 %-al kitsadis, Az ensimakiivitdsnak Bhb mint 8% %
2 & oldatban maradl, tohal & kilsd fehére altdvollidsa 6bb
mint 110 %-kal ndvells meg 8 képaidin felllised folyaddk i
agos akivitisdl Hasondan 2 legiibh Hastid slardshos, &
kKivant akivitasnak sgy része a szamosdben maradt, Ebben ag
ssaiban az sradell aidivitdsnsk minddssze 17.8 %ea marsddt &



1@

S&

syemossben {ext 50 mM ndrumebikerbonatol tertaimazd

oidatial {7 mBL pH=103) extrahsliuk analitkal célokra), és e

& teljes mentyistgnek viszonviag ceekély ndazs.
Q. tabigeat
A CPCyel végrelt kerslis haldes ar wikdz aklivitisirs

Rinda Telles | Aktivitds | [Fohérie] | Fajlagos | Visszs-

ahtbvitas | {Uimil | {mgfimd) | skdivitgs | syert

{3y {Limg} | akliviths

ORQ 480 4.8 2 2,48 108
aihtt

CRG- 418 4,18 8.8 5.3 85,3
kazslds
utén

[zsmoss 28 0.8 . - 178
a GPE-
kowrsids
uldn

143, SDS-PAGE anciizls 3 0078 % CPCorel viguett
Razslés utan

SDSPFAGE modazems! analizailiuk o8 azonos mennyinégd

fohdridd tartalmasd kdvatkezd mintakat nyers urlkaz, CPCwel

vald herelés sltl, 8 kivolkest fraloidk, ar oidhstd &s okd

hatadlan anvag shedfaseliss wldn, OPFCasl wigeelt keeelés

utdn, a8 frakoldk centrifugdidsos elvalaszidse uldn &8 & cent

rifugaldssal nyer! pellst rekonstitGcidia uldn, Ax ersdmédnyelk

{land @ 3. 20ral) s mulatisl, hogy szennvezd fehdndl vannek
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slen 8 OPG-val végaall keualds gidtt A CPCovel végeett ke
zelds uldn & scemose lartaimasts & seenmyasd fohdnidk sgna-
gyoblb részéd, mig o folldteed folyaddsk tariaimasts oy wrikast,
anely eoyvelsn nagyohb fehérissdvotl sradményszatt
. plda

CRC hatiss sgvldned {sofv] antitostek Haztitésdrs
2.4, ANYAGOK ES MODSIZERER
215, Pulferek
2004, Puffer o zarvanyiest olddsshoz

Az oldashor hasensl pulfer a Révetkhesdiet artalmasty &M
Rarbarnid, S0 mM fnsz, 1 mM BUTA és 0.1 M oigzien. & pulfer
ph-Sriakdt 8 Sors dlotuk e
412 A fohdrle boplingydiésdher hasandlt pulfer

& Tehdne begingydissehay hasendlt puffer & Kvelkeadkat
fariaimasta 1 M karbamid, 0,85 ot MNafd, 1 ;M EDTA & 01
M cisziein, A puffer pH-éridie! 10,0-re siliotuk be
202, Az sofy antitostek sxpreasaiidss hakidriumokban

A& karbosdt vegen  cislein-lizinalanielizin  sasloesnoiat
tartalmazd  sePwed Ridold veldorral banszformsit B ool
bakidrienokban sxpresszditunk soFy antiisstekst (=88 8
WO QRA0G084 sp. POT publiioichan leirtak szanint
243, &z soFv antitestel termadd bakidriumok nydsatése

88 3 tonyésest Geazsgyiiildss

Ay sobwd tortalmazd balhiriumesjickat minimalis piaiaion
fenyéssiettk pH=T3 dridken, &8 a Hpkisll Lorgininngd
spdezitetilh kI 0.8 % vigsd koncentidoldy, A tonvésatdst §
Oran & vigertik ar indukold il Ar soFv eoprasszdldsdt g
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fapiaiaiban idvd glukds mennyisépanek kurlitordsaval induksh
fuk, Az scPFwl farlaimazd hekiddumssiinkel uliraselirdsssl
SyLItGHUK dasze a Bptalairdl
204, Sslelbonids &8 o sdrvdnyiostsk kinyardse

Ax Ossragyiliidtl saitek sremusdi 50 mi e puffert
{pH=8 0} &5 10 ml EDTAS tartalmazd oldatban ssusependdh
ik, & olvan vigsd orfogaiot Siotlunk be, amsly kGesiillsg
2lszoross volt 8 soarae seiltatlynak. Keoverds kdshen sz
simot adiunk 2000-3000  egységimi  koncentrdnidhan a
ssuszpendall sramosdher, maid 16-20 Sran at inkubdituk 4 °C
rdmdradkiaten.

A seitlicatumol drvényiesss keverdssel, maid uitrshanggsl
harelli. Ar soFv ardileste! tarlaimand sanvinyvissiekst centil
fugalassal nyertlik ki 10 DOD x g Seidken. A ssemesesdt 3 Hme-
génak kdzalitdleg 18-azorondra highotiuk lonmeniositett vizzel,
miaid centrifugaituk 2 szermvezd anyagok iovabbl elidvolitdss-
ra. Az shben az utolsd mosdiSpsaben kapoll szamosst slietiiik
tovabbi feldolgozashon
LS, Qldas &g 3 feherie Giragdngydidss

A zarvanylestekben faldisHolt sesmwsdt 8 zdrvdnyisst
olddsdrs hasensit pulferben (aed fontebb) ssuszpendaltuk, &
ardn & seobahdmdrsdiiaten kubaltuk, &3 in witro Gisgiine
gydiiik 3 fohdn® argininfoidalt glulslion alspd oldatban
Uragtingydlés uldn 3 fehandt dializdiuk s koncentraliuk
fangencisis aramissd selivdsse! karbamidot tartalmazd foselit
puffaral szembean,

218, Kopslds CPCGval
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10 %eos CPO-oldatol adiunk az sofy Giragdngydid slegy-
ey Q02 % vousd honcentricld oldrdsdiy, mald 1.8 ondn &t
ssobahimersdkisten vogrelt nkubsls ulan & cxapadékast
sziréssel oltdvoliiotuk. A oliiierd flvaddk rigimaste az
sofy antitestat.
2.2. EREDMENYEX
234 & CPGCkonventricld hatdsas @ kinverhatd sofv

antitestrs

& 3 ablazethan Wintetik fol 2 CPG-nek a3z sofy antitest
Haslasdgdra &8 nmelosdre gyakorolt hatdsat (7.8 vagy 10 ph-
gridkant & CPGwal végeel! kevelds oldlt & zarvanyiestban
vd kordetl fnhdrjemenmnviadg 73 mg voll, smely Supardex 75
osxlopon vigeell HPLO anslizissel maghatdrozve 1587 my
sofFy antifestst tarlslmazoll. Az sofv anlllestnek mepfelsdd
maximumok retencids ideje (RT) keslitbley 20,8 pere volt. &g
aradmények azt mutalidk, hogy s CPG-koncentrdaid ndveldssd.
wal dialgban codkkent oz Soszichéne kinverdse, &5 0,03 %l
Kisehd CRC-Roncentrdoid sseldn az sofv antilest termeléss
=80 % omaradt. A srennyaed fohdne hatdhonyahb sitdvolitdssat
Stk ol pH=T .8 &rtdkan, mint pHs10 Seldkan. Tehat az sofv
anditest teziitdedt &nk o Q0003 % CPCwel végsel
kaveidsssl

iahldeat
A CRC-kareles haldsa az soFv antitost tannaidadne &

(233

fiszlasagars

Didhaté Cinsz- | Duszes | Tiszlitesi || Sofv
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shrvanyiestek | folwdrie | sofv | nyerd | Kitermalés
karaldse {mgl HPLO HPLO
alapidn slapian
{rg {%l
Kontroll (GPG- 3 15.87 100
korciés i)
0,01 % CRG 84 1588 113 898,68
{pH=10}
3,01 % CPC BO.78 14,87 1,38 84,33
{pH=7 5}
G015 % CRC 54 1448 123 81,30
{pH= 10}
8,015 % CRG 38,88 422 184 348,80
{ph=T &)
0,02 % CRC 43 13,38 143 R4,12
{pH=10)
0.02 % OGP 37 .8 1308 1.58 82,04
{pH=7 8}
8,03 % PG 35 11,12 1,48 FROT
{pH=10
03 % GRE 378 1247 .52 TR &8
{p=7 5}

2.3, ANNAK MEGEROSITESE, HOSY A CROVEL
VEGZETT KEZELES NOVEU AZ scFv ANTITESY
TIBZTASAGAT

3.4 Akinyert acFy HPCL anslizise 3 CPCReoralds uldn
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Az Giragdngydi feherje HPLO analiziss azt mutalis, hogy s
sofy anilestnek meghelield madmum {elencids & 208
parn} az dssees fehdsenek kOrGbeltl 287 %4t ortalmaxis
(4B dbwal & 40 &brdn 8thatd kromalogram st mudsls, hogy
0,08 % OPFG.val vigeet! kerelés wdn sr sofv antitestnek meg-
foladd masiitum az dsszes befooskenderet! fohdris TS %@t
tartalmazta o felliltszd folyadéikban, ami 3 3-seaves lsziitdst
il & CPCvel végeetl kozelen lohdl oltdvolitoll srenmesd
fehdnéked ax soFv antitest oldataibdl
232, A& Rinvert scoFv JRS-PAGE anslizise s CPC-korelds

wkén

Az ergdmények (ldsd ax & Sbedh) st mutalidk, hogy a
CRGwvel vigeall kezalds ol o mints jlontls mennyisdpskst
terialmazoll nagy szamd fehénebdl Hasonlh madon, & CPC-
vl vegrell kesslds uldn 8 sramose nagy szamy fehdndt tarlal
mazoll. Errel ellantéiben g CPC-kezalds uldnd fellldszd folva-
ik sgystien nagy fehdresdvol arlaimasol, amsly a8 sofy
antitesinek feleli meg.

J. palda

CPC hatiss rekombindns beta-interforon Hisslasdgdne

lsmert mddesereldel expresszdffunk  bets-intsrferont {pb
85881 B coll bakiéniumokban, Nagola, B & munkatdrssal,
Naturs, 384318 (1U80); Gosddel, DY &8 munkatdrsal, Nature,
287417 (1080 Yeobhweorton, B, Se munkatdrsal, Nug, Acld Res,,
73T (1881 Bleull, M, & munkalinssl, Proc, Natl Acadl. Sci.
{8, TE2848 {1881}, 1881 méjus §-an publikall 280338 sz,
1881 jGlius 1880 publingl 32134 sz &5 1881 sugusaiug 28
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£1
&0 publkalt 24307 sz surdpal seshadabwd

ghus 1-8n sngedélverstt 837 378 s&. balge

halslsntissig

valamint az 1881 §
azabadaiom RGlGnfdle mbdsaarekat amaristel! belaintarferon
rakorrbinacits DNS-mddezerekks! rtend «baliitdsdra. A bak-
torigls Glon omsll intscleronok kinyerdgérs & Usstitdsdre
szolgald elidrasokat 8 kbvslheed dokumsntumok smenietik
450,103, 41808, 4343738, o8 43437
agvesilt SHamokball seabadlaln eirdsok; valamint Derynek s
munkatdresd, Mature (1980 287188187
Karnberg, Biochemisiry, 104447 (18711 A bela-interfaront tan

38 gz, amerikat

&y Scandslls és

fabnosd zérvdnyiosioke! sidiinieilik &8 ssolubiiizdiiuk,

A kapol oldatol ORCwval kerelllilc A& 8. dbrdn bemutatolt
sredmeények 3 szannyexd fehdrdk monnvisdginek nlentds
cotikkenesdl el 8 OFG.wsl vigeell kerelds ulin & bela-
ntarferon Knvleges memdissge B maximum alalll terlied)
nerT igen valforoll & CPCwel vigzalt kavelés ulan.

A 4. {abldzatban glaliuk deszs @ OPCvel vigaal kezolds
hatésall, &z dssres fehdvie (Bradford) S0 %-kal osbkkent, s
N shezorbancies kel 40 %ekal cstident, a bels-
nterferan mannyissgs azonban viltoratian meradt

4. tablazat

Minde 88 Fehddge | QR Baly- SEC proWil
kKezalas {mim Ao interferon-
taristom
gt
Kantralt 0,81 1,58 {3,088 A 13 min
{Fabhdrs gin- redenoids
gydidee uldn i
rines CPG, DEXENUM
1048-31) AT 0982~




10

15

20

triilet 15
Yeegt
Taszt {fehére 3.3 1.0 {3,068 A 15 min
géngydidse retencids
utdn kesalds el
8,08 % OFG Fagivam
vl 104831 az dsse-
farliat

T Wdac O4 osrlopon meghatdrosva,
BA SEC profl b madmumot tariaimazolt, A 13 pero
retencids el oltoidnak magfeleld maximum osdkkan & ORC-
vl vagrell kezelde holdsdra, &3 annak o arlomsdnynak felsl
meyg, anelben & nagy molekulastivy Tehdndk & sk
viltoratal sludiddnak.
4, polda

CPC hatdss az X Bidor inhibitor Heeiitisdrs

A pides fakior Xa inhibilor sziitdsdry hasenalluk 8 OPCL A
pidon faklor Xa inhiblor (FXal, o 8481 & 8.211,341 sa
amsrial egyesiit dlamokbel srsbadalmt loiréshan s8 3 WO
8423738 sx nomzethdsl szabadalnd publkacidban smaristelt
middon SHithalo old. Az Fialariaimd zdrvdnviesisk sikilonita-
e wldn ax FXal Hoxiltdedl ldnyvegeben ax 1. pdldaban leld
nradon vageziik, A zdrvanytestekhdl alld ssemose plddss uldn
W %e-os CPC-oldattal végestink inkubsidst. Ax slegyet exutén
15 paroig centrifugaliuk 12 D00 x g Sridhen, A szamisd! elvas
sciottuk 8 Tolliltsed folyadslid] A svemesét s¢ eradell e
fogatnak megleleld mennyiségd 50 mM NaHCO: pulferaidat
han ssusspendalluk, A szemosd! &8 o felillszd folvadékot




10

18

43
ROGn-ldign konoentrdituk & digdizaliuk g visssamaradd CPC
sitavolitasdra, A fehotjelariaimat ds ~aklivilas! meghatsroziiuk.
Azt lapassialtuk, hogy FXal van jplen 1 alkolordsakén a
felliliszd folvadékban, &8 Bnvegdben nines islen 3 ssemosd-
ban A eredményel gt muialdak, hogy a OPC-vel végaett
kerslés ndvells a Wnyasrés hatasfokat ds a kinyert FXal
Hariasagat
& palds

Karboxipopticdds B (OPR] Herlitdss CPOweal

A PR supresszdld Kdnnal nved zdrvanylestek asonges
rmannyiségall seolubliizaltuk 8 M karbamido! tarlalmasd oldst
ban, pM=g 0 drdken kontroll &5 tesell, A OFRB sifsindsadt 2
WO SER23084 sz nomeetkdsl sosbadalmi publiciold & a2
& 048 868 a2 amerkal sgyestilt allamokbell szabadalmd leirés
mvartetl. A osdt mind® 011 % OFGwesl kovelilk, mald sz
rdosal Hastiioluk as dirsginovdids =GR A kontroll &8 st
mintdkban & fehérie Giragdngydidss! gy vegesilk o, hogy a2
oldatokat 18 sednyhan higiicliuk 3 bogdngydidsher hasznalt
puffsroldatial. Endoprotsindzzsl egy Sistakdn & kbmyseell
homérsdhieten végratl Razelds uldn & kontroll 85 & tesat olds
fokbS asonos mennyihégeset vittink &l DEAE Sapharose
cazlopea. Az oxclopol mostuk, maid gz ekl engimst 80 mM
patriure-kheidol tartalmasd 20 md tisspuffsroldattal {pH=])
sk,

&, {abiaeat

Elifrdsi lspes | Paraméer - Kexnlés

Kondrol 8.1 % OFG
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&4

Oldds 8 M Osszes fom 880 454
karbarnid Fehérjetarta- 480 72
oldatban o {mgd
s2irds uldn pi 2.5 8.5
Snzimakivi inakiiy inaktiy
tas (L) % o
288 myg v | Fahdristartne 587 844
SSngVeH e fom {mgY*
hévig Enzimaktivie 258 4043
romatografidis s (U
(DEAE MF) Fajlagos a8 481
akiivitas
{mg

{1 A fehéde meghatdroedsdt Bradlond modszerdvel végestii,
{71 Az Giragdngvoles bl a folulrs inakliv wolt,

Az & tdbldzathan fellinislefl sredmeények azt mulalidk,
hogy 88 Ssszes oplikad slirlssg (OD) a CPGCwvel kexell anvag-
ban 48,5 S-kal cadkkant, 2 telies ishdrislarialom padig 44,5 %
kal cpbkkert Erdskes modon a CPCwvel kezell mintabal
kingart teles snmimaktivitds 78 kel ndvekedetl, ami ars mu
tat, hogy 8 CPC cltavoliiott egy olvan alolorssst, amaly
esriegesen galolia az skilv engim kipedddsst.
madosithald &8s
valtoztathatd meg anek{l, hogy siidvoludndnk g ialdimdny

A jelen  aldimdny  sokidicképpen

szeliomatl &8 az pdnyell ollalmi RG0S, amind a2 8z seen 8

terlioton Srados seakembsr szamdra nyidrvald, A lsirdsban
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mmerdstett  kivilell slekok  cssk példak,  amelvsk  nem
foridtoresk ar ollalni k9
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Srabadaimi igdnvponiok

1. Eligrss oéiiehdrie fsztiasden, azzal wllemesve, hogy
{2} szolubiizsy oolehdndl &8 sgy vagy Wbh ssolubiizalt
seavwnesd fohérst fs Wgos puffert lorlaimazd oldahdl

-

ncdutunk K, ahol 3 céiivhdne woelekiromos pontia ragyobb
mint ¥, 2 celfeherne lgos pHearidkan positiy 1Gldsl &5 az agy
vagy 1Bbb szennyezd feharjs polianion ildsse! rendeiesik;

b} sz oldatot gy wagy 10bh Rationos feliletaktiy anvages!
grintherinive a8 ogy vagy b ssolubiizalt sremnyszd fehérdd
praferencialsan kicsapuk, exzsl megndvelve e oldstbsn
maradd srolubiizall fohdnsk kOB & szolubilzsy colfehdne
sranyal, ahol sz egy vagy 6bh kalionos holidetakliv anvag
senfipatibus ammdniumusgyiied, amely 3 QNT Sitsldnos képhth
Svatamar  smmdniomvegyiiolskb,  ax RNHY  dlslénos
képleld,  peraffiniinost vtadmasd primsr ssmdniam
vegyidstektd! &8 g holboroliak sdibdl AlG csoporthdl kel
Kivdinsstdsry &8

{o} 8 srolublizall célfehdridt Kinyeritik,

SOA& 1L igtaypont seanintl elidnts, szzsl wilemasve, hogy az
arfipatikus smmdniurvegyllsl 8 celibpiidiniam-sdkbd,
szigaramichmstibpindintum-sokbdi, Runbpindiniunesdkbsl,
cetib-kinoliniurneedkbd,  urb-amino-propionssv-msti-Sester-
skl lurbaminoproplongav-lomsdkhyl,  uridimatit
batainhd, solseribdimatibbelainbd!,  muni-dibidrodi-etit-batain-
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Dot & bhanzetdniume-sokhd! S oxoporihdl kerlll Kivdiasstasra,
tovably, sdoll esatben
{1 3¢ swfipatihus smmdniumvegyllel vagy & hexsdegid
pitikdinneklond,  dekvalinirbasetal,  hesadecilpinidinium
klorid, ceti-timetammdnium-idond, vegyes  n-alikibdimsti
benzib-armndniunekiond, colibpindinnumeiiond, N N-dimatiN-
fI3401 1,3 letrametibhutififenaxdbatoxibetiib-banzob
metdn-ammonium-Kiond,  alkildimatii-benaibammonium-kiond,
dikidr-benzii-dimstibalidhammdninkiond,  eiradecirimeti
srndniwe-bromid,  dodeciMrimetibaramdnim-bromid,  calid
frimatibammdniumebromd, arddimetib-baiain, selsard-dimstit
belaln wagy lsutbdihidostatibbetain kdzid kel kivalassidses,
vagy
{8} 8 amfipetkus smmoniamegyiiet  ootibpindiniimed,
siinylisenizdolt eselban halogenid, elfnyisarvadol!l ssethen
cafibpividiniune-kiond,
& gz arvdipatibus  ammdniumvegeiietnek adoll  ssetben
ngaishh gy 820 xénatomos, obrvdeendadolt esetban 8418
srenatmos SiEs seenidngs van,

Jo Az L indnypont seerindl olidrds, sszal jellemesve,
hogy a8 oldal egy wagy Kb soilpikolontszt & tarlalmas
sifnyisandadolt! esatben
(i Rz egy vagy bbb syilshkoldndszr mikroorganizrusidl,
aifnydsenfadoll  oselban balieriamd,  oldnyvdsanfadont
ssatban B ool bakianiumid ssarmasi, vagy
{H} a2 gy vagy 10bh seflalioldrdse agy vagy 1o fehérje,



1H

A

A8

4 Az 1 igenvpord soprind olidras, szl mllsmeave,
hogy & colfehags
(i} rekombingns feherje, alinyliseniadatl ssetben snzim vagy
(i} antitest, sliinytseniadoll ssotban sgvianad antitest vagy
() interferon, elnyisandadol esathen bela-interferon vagy
{iv mz antiiesihi, urkdehdl, beladnterhwonbd, X fekior
nhibifortd),  ssvas  desoxivibonukiege B8, slaszidehdl,
iazosimbdd, papsinbdy, paroxidazbdl, pankreatin
ribonukiedzbdl, tipszinopénbdl, tipsainbdl, oivledm  obél,
erabutoxinbdl,  staphyinconsus sursus sndsvoloxin Chbdl,
terfernbd! &8 monsarminaeiidz &bd alld ceoporthsl ket
kKivalassiasra,  shal 2 colfehdsie sldnylsen  uriksz,
sidnyisendadolt gsathean amids gradati urikaz,
siinyliseniadoll ssetben serlds wikde

8. Az 1 pénypont szeninti ofidrds, axss! jellomerve, hogy as
SOy vagy Wbh kationos fellielakiiv anyagol 000150 %
KOs, elfuwdserdadoll esstben Q0105 % kOBl még
sldnvisabhenfadoll esathen 003408 % kbl konceniracid
aldrasaly adagoliuk,

8. Az 1. igénypont szerinti elldrds, sxeal sllomesve, hogy &z
srintkasiotest § pore &8 48 dra kO kslg, oinyvdseniadatt
sastben 10 per &8 24 dra kot ideln 68 4 °C &0 38 °C kbeat
himarsskieten, sidnylseniadoll ssstben 4 0 &8 38 °0 kéeit
hémbrackicton végessik.

Az 1 igényvpont searintl olidrds, azzs!l pllemeave, hogy sz
oldal Bryvegdben mentes
{i polianionokidl vagy
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{i} sxilard hordosdhiSt vagy
(i) & scennyezd fehéréknek mas muolekulgkkal skololt
aggragstumato! vagy
{}R} polianionokid], seiigrd  hordozdkid! 88 8 szentyvezd
fehénaknek mas molekulakkal slkotoll aggregatumaitsh

8. Az 08 igdmvpontok bdmmelvke seerintl elidras, areyl
ellomezvy, hogy & kationos fellistakiiv anvag sgy oativ
pirdiniumsd, sibnyiseniadoll esathen celibpindinium-and,

§# Eigrds valomely offshéns szdeaitkos mannyisdginek
niveldsire fehddsket toalmazd oldatban, szeal jellamenve,
hogy
{a) 1Obh fehdrst odalimazd oldaibd! indulunk &, shol &
oidatban 3 coifehdcia, ooy vagy 10bh ssomyszd fohdne &s
gos puffer van jelen, 8 collahirle sz oldathan @vd dsszes
fehorienek egy obd hmegssaralékos hanyadal képez, 2
osifehore Roslekbromos ponlia nagyobd mird 7, 2 ofifehérie
fogos  ph-dridken positiv WHash &3 93 ogy wagy 0
srennvaed feharie polianion Widssel ranvletkerik; &g
(b} ar oldaled sgy vagy 10bBD kabionos fellistakilv snyaggsl
drintkazictve 82 agy vagy DL szolubiizall scannyend fohdndd
preforancidlisan Kosapiuk, shol a2 sgy vagy b kalionos
foililetakllv anyag amfipatius ammdniamegytilet, amely 8
QN altaldnos képletd kvatemer ammoniumvegyiietekbdl, as
RNH dialanos képletd, parafiniincat tadaimesd primer
anmdnium-vegyiietekbdl &5 a felboroliak sGhd! SHO csopanthdl
karlil Kivalagatasry,
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ahad & (b} bpdaban kapolt oldatban Bed colfshdns az oldatban
vl Goszes fobduignek  sgy  masodik  Rimsgseieaidkos
hanyaddt kdpezi, smely nagyebb az olsd WOmspszdzaidkos
hadnvadnal

Ameghataimazotl
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