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A szatietin 1978-ban felfedezett (Knoll 1978) ember és emlgsallatok szé-
Tumabél eldallitott glikopeptid, mely rendkiviil hatékonyan, kiilonleges szelek-
tivitassal gatolja a taplalékfelvételt és biolégiai tulajdonsagai alapjan a jélla-
kottsagot jelzd szabalyozé anyag szerepét jatszhatja a vérben (Knoll 1979a, b,
Knoll 1979—1980, Knoll 1980, Knoll 1982).

Az emberi vérbdl sikeriilt a szatietint izolalni. Az izolalas médjanak és
az izolalt szatietin eddig megismert kémiai jellemzdinek részletesebb ismerte-
tése e tanulmany célja.

Anyag és modszer

Preparativ eljarasok

Az ultrasziirés koriillményei. A vérszérumot gytjtés utan az Orszagos
Haematologiai és Vértranszfiiziés Intézettdl kaptuk. A szérumot ultrasziirés-
nek vetettiik ala szobahdmérsékleten, Amicon UM-10-es diaflo membranon.
Az ultrasziliréshez az Amicon cég ,,High Flow Stirred Cell, Model 2000 C”
késziilékét hasznaltuk, amellyel naponta (24 éra alatt) mintegy 2000 ml hu-
man szérumot tudtunk lesziirni. A nyert sziirlet szintelen, viztiszta, esetenként
opalos folyadéknak bizonyult.

Szérum prepardtumok elokészitése a kromatogrdfids tisztitasokhoz. Az ultra-
sziirletet lefagyasztva taroltuk a felhasznalasig. 2000 ml sziirletet vakuum-
beparlassal (,,Biichi Rotavapor”) 60 ml-re bekoncentraltunk és preparativ cent-
rifugan az oldhatatlan részt elkiilénitettiik. A kapott, kissé zavaros, de csapa-
dékmentes oldatot 0 °C és 10 °C kozotti hémérsékletre hiitottik és 559, -os
triklor-ecetsavval 10 sily/tf. 9,-ra telitettiik allandé kevertetés mellett. Az igy
csapadékossa valt elegyet 0 °C és 5 °C kozotti hdmérsékleten legalabb egy ora
hosszat (legfeljebb éjjelen at) allni hagytuk, majd a kicsapédott szérumfehér-

* A Magyar és Lengyel Farmakolégiai Tarsasdg 1981. oktéber 3-i (Zakopane) ,,Peptides
and their receptors in the central nervous system” cimii 5. egyiittes szimpéziumén elhangzott
eloadds nyoman.
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jéket ugyenilyen hémérsékleten térténd ultracentrifugalassal (30 000x g, 30
percig) elkiilonitettiik. Tiszta, éles sarga szind feliilhisz6t kaptunk.

Gélkrematogrdfids eljardsck. Az elGzGekben ismertetett médon elGallitott
és el@tisztitott szérumpreparatumokat, azaz a mintegy 65— 70 ml-es tiszta
feliiliszékat, Sephadex G-15 oszlopon tisztitottuk. Desztillalt vizben duzzasz-
tctt Sephadex G-15 géllel megtoltottiink egy Pharmacia K 50/100-as oszlopot
dgy, hogy a gélagy térfcgata 5X 90 cm legyen. Az oszlopot legalabb 24 éran at
0.1 M emmdénium-acetat, pH 6,6 pufferrel iilepitettiik, ill. hoztuk egyensilyba.
Minden esetben 60— 70 ml-es mintakat vittiink fel az oszlopra, melyet a minta
felvitele utan az iilepitéshez hasznalt pufferrel elualtunk. Az ehiciénal a puffer
dremlési sebessége 120 ml/éra volt. A szeparalédast LKB Uvicord 11 atfolyé-
kiivettas spektrofotométerrel 254 nm-nél folyamatosan kovettiikk. Az eluatu-
mot 10 ml-es frakciGkban gyfjtottik. A kizarédasi térfogatnal megjelend
frakciékat (500— 600 ml) egyesitettiik és liofilizaltuk. A liofilizalt preparatu-
mokat ezutdn 10 ml ionmentes vizben feloldottuk és Bio-Gel P-2 oszlopon
kromategrafaltuk. A Bio-Gel P-2 oszlopot az elgzGekben ismertetett médon
készitettiik azzal a kiilonbséggel, hogy a duzzasztott gélt egy Pharmacia K
26/100 oszlopba toltsttiik. A géloszlopot ezutédn ionmentes vizzel hoztuk egyen-
silyba. A 10 ml-nyi térfogati tisztitott szatietin mintét ezen az oszlopon tisz-
titottuk tovabb, ill. ionmentesitettiik. A kizar6dé anyagokat tartalmazé frak-
cikat (130—180 ml kozott) egyesitettiik és liofilizaltuk. A nyert liofilizatu-
mok fehér, ill. halvany sargas, jol kezelhet§ porok. 2000 ml ultrasziirletnek
megfeleld mennyiséghgl kisérletenként altalaban 25—30 mg-os mennyiségl
sémentes terméket kaptunk.

Kozépfesziiltségii preparativ papirelektroforézis. 30 mg fenti médon kapott
nyers termékbdl desztillalt vizzel 5 mg/ml koncentraciéji oldatot készitettiink
és ezt az oldatot 2 cm széles és 30 cm hosszi savban felcsepegtettiik egy What-
man 3M papirra. A papirt megszaritottuk, majd 6,2 pH-értéki elektréd-puffer-
rel (10 tf./tf. 9, piridin, 0,5 tf./tf. %, ecetsav) egyenletesen megnedvesitettiik
és a futtatést folyamatosan hiitétt horizontélis késziilékben (LABOR MIM)
20 V/em fesziiltség-gradienssel végeztiik 4 6ran at. Az elektroforézis befejezése
utdn a papirt megszaritottuk és 1 cm-es csikot ninhidrin reagenssel (0,3 g
ninhidrint 100 ml etanolban oldottunk és 3 ml jégecetet adtunk hozza), illetve
esetenként perjédsavas Schiff reagenssel (Koiv és Gronwall, 1952) megfestettiik
a szeparalédott komponensek detektalasa céljabsl. A papirt ezutan feldarabol-
tuk és az elkiilonitett részekbsl a hatéanyagot desztillalt vizzel kioldottuk.
Liofilizalas utan mintegy 20—23 mg 50—100 E/mg aktivitasd tisztitott ter-
méket kaptunk.

Affinitdsi kromatogrdfia. A fenti médon nyert és elektroforézissel tisztitott
termék 20 mg-jat 4 ml 7,0 pH-értékii indulé pufferoldatban (dsszetétele: 0,02
mol/l Trisz-hidroklorid, 0,5 mol/l natrium-klorid, 0,001 mol/l kalcium-klorid és
0,001 mol/l mangan-diklorid) oldottuk és az oldatot felvittiik egy 1,7 cm atmé-
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r6ji és 37 cm hosszii Con A-Sepharose géllel tsltott oszlopra, amelyet el§zdleg
10-szeres oszloptérfogatnak megfelels térfogati indulépufferrel hoztunk egyen-
silyba. A gradiens eliciét a kovetkez8képpen végeztiik: 100 ml fenti 6sszeté-
telli indulépufferhez allandé kevertetés mellett folyamatosan hozzacsepegtet-
tiink 100 ml ugyanilyen 6sszetételii, de 0,5 mol/l x-metil-mannozidot (Sigma)
tartalmazé pufferoldatot. igy az eredendd oldatot egy LKB Varioperpex pe-
risztaltikus pumpa segitségével aramoltattuk a Con A-Sepharose oszlopra. Az
elualé oldat «-metil-mannozid tartalma az elualas folyaman 0 mol/l-rél 0,5
mol/l-ig linearisan emelkedett. A szeparalast LKB Uvicord II detektorral 254
nm-nél folyamatosan regisztraltuk. 2,5 ml térfogati frakecidkat gytijtottiink
egy, az intézeti miihelyben kifejlesztett, id6vezérléssel ellatott frakcigkollektor
segitségével. Az ,,affi” gélre felkot6dott anyagot tartalmazé frakcidkat egye-
sitettiik és liofilizalassal 10 ml-re bekoncentraltuk.

Az eziton kapott koncentralt folyadékot az oldatban jelenlevs sék és
egyéb kismolekulaji szennyezések eltavolitasa céljabdl egy, az el6zéekben is
hasznalt 2,5 cm atmérgjii, 90 cm hosszi Bio-Gel P-2 oszlopra vittiik, majd az
oszlopot ionmentes vizzel elualtuk. A 140 ml és 180 ml kozotti frakcidkat egye-
sitettiik és liofilizaltuk. Ily médon 5—6 mg héfehér, sémentes, homogén 100 E/mg
szatietin aktivitasi terméket kaptunk.

Analitikai médszerek

Poliakrilamid gél elektroforézis natrium-dodecilszulfat jelenlétében (SDS-
PAGE). 25, 50 és 100 ug-os mennyiségeket futtattunk 19, natrium-dodecil-
szulfatot (SDS) és 9,159, akrilamidot tartalmazé poliakrilamid gélrudakban
8,3 pH értéki Tris-glicin pufferben. A futtatashoz REANAL gyartményu gél-
elektroforetikus berendezést hasznaltunk. Az elektroforézis befejeztével a gél-
rudakat az iivegesovekbdl 6vatosan eltavolitottuk és egyidejiileg kettds fes-
tést alkalmaztunk. A parhuzamosan analizalt mintédkat a fehérjék detektalasa
céljabol Coomassie Brilliant Blue R-250-nel (Bio-Rad Laboratories), szénhid-
ratokra pedig a perjédsavas-Schiff (PAS) reagenssel torténé festést alkalmaz-
tuk.

Grddiens poliakrilamid gél elektroforézis. Vizsgalatainkhoz a PAA 4/30
tipusi poliakrilamid gradiens gélt (Pharmacia) hasznaltuk. Tisztitott prepa-
ratumainkkal parhuzamosan standard fehérjekeveréket is futtattunk a prepa-
ratumok molekulasilyanak behatarolasa céljabal.

Izoelektromos fokuszdlds. A vizsgalatokat akrilamid ,,slab” gélben polime-
rizalt 3—5 és 5—7 pH-értékii LKB Ampholin jelenlétében végeztiik. A szati-
etin preparatumokkal parhuzamosan minden esetben kiilonb6z6 izoelektromos
ponti standard fehérje keveréket (Serva) is futtattunk. A fékuszalast 5—7 °C-
on 100—1500 volt fesziiltség tartomanyban teljesitményallandésagig végez-
tiik.
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A gradiens gélben torténé elektroforézishez és az izoelektromos fokusza-
lashoz Pharmacia apparatust hasznaltunk.

Kvalitativ és kvantitativ aminoesav analizis. A vizsgalatokat a preparatu-
tumok 6 N sésavval 105 °C-on térténd 24 6ras hidrolizise utan végeztik el
automatikus aminosav analizatorral (Biocal Instrument, Biochrom BC 200
Modell), egyoszlopos két pufferes médszer szerint (Dévényi, 1969). Oszlop:
Aminex A-5 (Bio-Rad) gyantaval megtoltve 0,9 X 54 cm. Alkalmazott eluals-
pufferek ,,A”” 0,2 n natrium-citrat, pH 3,25 és ,,B” 0,8 N natrium-citrat, pH
4,25 voltak.

Szatietin mintdk anorexids hatdsinak értékmérése. Az elGallitott mintak
hatékonysiganak mérése a Knoll altal leirt biolégiai titralassal tortént (Knoll
1979—1980, 1982), mely szerint 1 E szatietint tartalmaz valamely preparatum
azon mennyisége, mely intracerebroventrikuldrisan adva 96 érin at éhezd

patkany 24 éra alatti taplalékfogyasztasat 24,4 4 0,76 g-r6l 10 g-ra csokkenti.

Eredmények és megbeszélés

3000 ml huméan szérumnak megfelel6 2000 ml ultraszirletbdl a jelen
dolgozatban leirt médszer szerint 3—5 mg tiszta homogén szatietint izolaltunk,
amelynek aktivitasa 100 E/mg kériil van.

A taplalékfelvételt gatlé tiszta hatéanyag tisztitisdnak menete az 1.
4abran lathaté. A vérellat6bél rendszeresen szallitott huméan szérumot hasznal-
tuk fel a szatietin kinyerésére. A szérumot membransziirésnek vetettiik ald egy
Amicon UM-10 jelzésti membranon allandé kevertetés és 3—4 atm. nyomas
alats, amelyet inert gazzal (nitrogén) értiink el. A szérum membréanszirlete
viztiszta, esetenként kissé opalos folyadéknak bizonyult. Az Amicon gyart-
manyd membranok kéziil az UM-10-es membrin hasznalhaté a legjobban, mivel
ez nagy részben csak a 10 000 dalton alatti molekuldkat engedi at, annak elle-
nére, hogy bizonyos mennyiségii szérumalbumin és maga a szatietin is meg-
talalhat6 a sziirletben. A PM-30-as és XM-50-es membranok is jél alkalmaz-
haték, de a tisztitis soran ezekben az esetekben még nagyobb mennyiségi
szérumfehérje is atjuthat az ultrasziirletbe. Az elgtisztitas célja végeredmény-
ben az, hogy elsé lépéshen eltavolitsuk a szatietin aktivitas szempontjabsl
felesleges szérumfehérjéket vagy legnagyobb résziiket, és igy rendszeriinket
kissé feldisitsuk az aktiv hatéanyagra vonatkozélag. Ezt érhetjiik el hatasosan
membransziiréssel, ahol az elvalasztas végig oldatban torténik, mig egyéb
precipitaciés médszerek esetében til nagy elken8dés volt tapasztalhaté.

Az ultrasziirletet, amely a szatietint tartalmazza, ezutan forgébeparlon
bekoncentraltuk. A tisztitas kovetkezd jelentds lépése a maradék szérum-
fehérjék eltavolitasa volt, amelyekbél egy bizonyos mennyiség még az UM-10-es
membranon is 4thatolt, és amelyek megnehezitették a szatietin tovabbi tisztita-
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1. dbra. Szatietin izoldldsa humadn szérumbél

sat. A szérumalbumintél példaul az altalaban hasznalatos kromatografias
eljarasokkal nem tudtuk elvalasztani a szatietint. Az ultrasziirletbe atjuté
szérumalbumin mennyisége viszont jelentGsnek bizonyult. A probléma meg-
oldasara ezért a felesleges szérumfehérjéket triklor-ecetsavas kicsapas dtjan
tavolitottuk el igy, hogy a kicsapédott fehérjéket célszeriien ultracentrifugal-
tuk, mig a biolégiailag aktiv szatietin a tiszta feliillisz6ban maradt (megfeleld
gravitaciés gyorsulas, ,,g”° alkalmazasa mellett) glikoprotein természete miatt,
amint azt a kés6bbiekbdl latni fogjuk.

A triklor-ecetsavas telités optimumaként 10 silyszazalékot talaltunk
megfelelének, amikor még j6 hozammal lehetett a hatéanyagot kinyerni és a
preparatumok mar gyakorlatilag nem tartalmaztak albumint.

A tiszta feliilisz6t, amelynek pH-ja 4—5 kérili értéknek bizonyult,
ezutan gélkromatografiasan tisztitottuk tovabb, olyan gélen, melynek kizarasi
térfogata 4000 dalton alatti tartoméanyba esik. Optimalis szeparalédast kap-
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tunk Sephadex G-15 géloszloppal illékony puffer, nevezetesen 6,6 pH-értéki
0,1 mol/l amménium-acetat alkalmazasaval. A cél ez esetben az volt, hogy a
jelenlevé nagy molekulat — amely jelen esetben mar csak a szatietin haté-
anyag — nagy felbontassal elvalasszuk a szérumban még nagy mennyiségben
jelenlevd kismél silyd kisérSanyagoktdl, a s6ktol és a fehérjekicsapashoz hasz-
nalt triklér-ecetsavtél. Ez, mint a 2. abran lathat6, nagyon jé eredménnyel
valésult meg. Az elsé kis UV elnyel6 csics hordozza a szatietin aktivitasd
frakciokat, amelyek tehat V -nél (500—600 ml, miutdn az oszlop teljes tér-
fogata V¢ = 1770 ml, és ami K4 = 0 értéknek felel meg; K4 a vizsgalt anyag
megoszlasi egyiitthatéja) jelennek meg, ami azt jelenti, hogy a termék moleku-
lainak mérete nagyobb, mint a gélszemesék bels6 lyukatmérdi, igy nem tudnak
behatolni a gél belsejébe, azaz kizarédnak a gélbgl és az eluenssel egyiitt a
géloszlop térfogatdnak koriilbeliil egyharmadat jelent eluens térfogatnal
jelennek meg. Sephadex G-15 gél esetében az 1500 daltonnal nagyobb moleku-
lak viselkednek igy. A szérumbdl szarmazé ennél kisebb molekulasilyi anya-
gok viszont behatolnak a gél belsejébe és ,,retardalédnak’ (ez esetben Ky > 0).
Miutan az ultrasziirletben jelenlevd kis molekulasilyd anyagok mennyisége a
sokkal egyiitt jéoval nagyobb, mint a szeparalédott szatietin mennyisége, ebbél
kovetkezden ez a 1épés nagyon jelentds tisztulast eredményez a szatietin javara.
A fehérjementesitéshez hasznalt trikloér-ecetsav, mint kisebb molekulaji
anyag, Ugyszintén retardalédik a géloszlopon és igy s6- és savmentes aktiv
anyagot kapunk az oszlop-térfogat 1/3-anak megfelel6 eliciés (kizarasi) tarto-
méanyban. Ezeket a frakcikat egyesitettiik és liofilizaltuk.

5 | Sephadex G-15 oszlop

__‘4
O~
2

~—— szatietin aktivitas

01 A

500 1000 1500 2000
Elucids térfogat (ml)
2. dbra. Fehérjementesitett humén szérumsziirlet kromatografidja Sephadex G-15 oszlopon
(5,090 cm). Eluens 0,1 mol/l amménium-acetit, pH 6.4 puffer. Detektdlis LKB Uvicord

II fotométerrel 254 nm-nél

Orvostudomdny 33, 1982



SZATIETIN: IZOLALAS ES KEMIAI JELLEMZES 7

Ezsz.
17
10 1
£ Bio-Gel P-2 oszlop
05 1 R
o=
N =X
n O
01
" 200 @ 400 600

Elucios térfogat (ml)
3. dbra. Szatietin ionmentesitése és tovabbi tisztitdsa Bio-Gel P-2 oszlopon (2,590 cm)
desztillalttvizes kozegben. A szepardlds kovetése 254 nm-nél Uvicord IT segitségével tortént

\

A kovetkezd tisztitasi 1épés is gélkromatografia volt, amelyet Bio-Gel
P-2 oszlopon ionmentes vizes kozeghen végeztiink (3. abra). E tisztitasi 1épés
célja az volt, hogy a Sephadex G-15 gélen végzett effektiv szeparalas utan a
pufferbél szarmazé s6 maradékat és egyéb kis molekulasilyd fragmenseket
(toredék peptidek, szabad aminosav-szennyezés) eltavolitsuk. A szatietin-
aktivitasu frakcidk jelen esetben is kizarédnak a gélbél és a V  értéknél, azaz az
oszloptérfogat (V¢ = 440 cm) 1/3-dnak megfeleld eliciés térfogattal jelennek
meg. A hatékony terméket a frakciok egyesitése utan jol kezelhetd fehér,
esetenként halvinysirga-fehér por alakjaban kaptuk meg. Igy 1 liter emberi
vérszérumbdl, illetéleg az ebbél nyerhetd 2/3 liter ultrasziirletbél kiindulva
8—10 mg liofilizalt anyagot kaptunk.

Fenti médszerrel elGallitott aktiv terméket standard nyersanyagnak
tekintjiik, amelynek szatietin aktivitdsa 25—50 E/mg. A tovabbiakban az igy
elgallitott nyersanyagot hasznaltuk fel a homogén hatékony termék izolalasara.

A fenti médon kapott, 25—50 E/mg aktivitasi nyers szatietin natrium-
dodecilszulfat poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-PAGE) és gradiens
poliakrilamid gél elektroforézissel meghatarozva 65 000—70 000 dalton mole-
kulasilytdnak mutatkoz6 — a bovin szérum albumin régiéjaba es6 — anyagnak
bizonyult, amely mar albumint immunreakciéval kimutathaté mennyiségben
sem tartalmazott. A termék kémiai analizise — a korabbiakban mar leirt
részlegesen tisztitott termékhez hasonléan (Kalasz és mtsai 1980; Knoll 1982)
— glikoprotein tulajdonsidgot mutatott, alacsony (14—189,) fehérjetartalom-
mal; 60—759, szénhidratot tartalmazé fehér porszerdi termék, amely szén-
hidrat részében 4 cukorkomponenst, fukézt, mannézt, galaktézt és glikoézt

Orvostudomdny 33, 1982



78 NAGY—KALASZ—KNOLL

tartalmazott. (Nagy és mtsai 1982). A hidrolizilt termékben szdmottevd
mennyiségi (6—89,) glikézamin minden esetben kimutathaté volt.

Az anyag heterogenitasat SDS-PAGE-vel és analitikai izoelektromos
fékuszalassal (IEF) vizsgalva 4—6 fehérjefestéssel (Coomassie Brillant Blue)
kimutathaté savot (komponenst vagy alegységet) lehetett talalni. Kozép-
fesziiltségli papir elektroforézissel 6,2 illetleg 1,6 pH-értéki pufferoldatban
vizsgalva, a nyerstermék még osszetett (heterogén) anyagnak mutatkozott
(1. tablazat), a biolégiailag hatasos f6komponens mindkét pufferben a kiindulé
helyzetben maradt, illetve 6,2 pH-ji puffert alkalmazva alig mozdult el a
katéd iranyaba. A szeparalédott 4 fékomponens elektroforetikus mobilitasa
lathaté az 1. tablazaton. Az l-es és 2-es komponensek, amelyek a biolégiai
hatast hordozzak, neutralis tulajdonsdgot mutattak az elektroforézis soran.
Ezek a komponensek ninhidrines vagy PAS festéssel egyarant detektalhaték
voltak, ami szintén az anyag glikoprotein természetére utal.

A szatietin nyerstermék tovabbi tisztitasara tehat az elektroforézises
médszer alkalmasnak latszott laboratériumi koériilmények kézott Whatman
3M preparativ papirt hasznalva a futtatashoz. 6,2 pH-értéki pufferoldatban
lefolytatott papir elektroforézises szeparalds soran 70—759%, koriili hozammal
kiilonithet§ el a kiindulasi helyzetben maradé fétermék (1 és 2) (R¢ = 0,00;
—0,11), mig két peptid jellegii, illetsleg glikopeptid tartalmi kisérd kompo-
nens (3 és 4) az anéd irdnyaban mozdul el, és igy teljesen elvalaszthat6é a magas
(50—100 E/mg) szatietin aktivitasi, ninhidrinre és PAS festésre pozitiv f8-
terméktél.

Az ily médon elkiilénitett hatékony anyag mar nagy tisztasagi, gél-
kromatografidval vagy gradiens PAGE-vel vizsgilva egységes viselkedést
mutaté, 100 E/mg-ot megkdzelits aktivitasi, lényegileg glikoprotein jellegii
termék, amely azonban a fehérjeanalitikiban hasznalatos nagyfelbontasd
médszerekkel, mint pl. SDS-PAGE és IEF — kémiailag még nem bizonyult

1. tablazat

Az elektroforézissel szepardlt komponensek mobilitisa és biologiai hatékonysiga

5 Mobilités vi Biolégiai
Separilidort | iR NIVS=L0) |  akeivnds

sek
o= puffer pH 6,2 egység/mg
L 0,00 50—100
2. —0,11 50—100
3. —0,26 0
4. —0,50 0

PHE = fenilalanin
LYS = lizin
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egységes anyagnak. Ezért az elektroforézissel tisztitott anyagot a glikoprotei-
nek elvéalasztasara djabban kifejlesztett affinitasi kromatografiai médszerrel
(Swallow és mtsai 1977) még egy tovabbi tisztitasi lépésnek vetettiik ala.

Ehhez az affinitasi kromatografiai miivelethez adszorbensként az elkiils-
nitendd anyag valamely, az eltavolitandé kiséréanyagokban el nem fordulé
csoportjat specifikusan megkotni képes anyagot kell alkalmazni; a gliko-
protein jellegiinek bizonyult szatietin esetében tehat a glikoproteinek gliko-
piranéz-csoportjai irdnt specifikus affinitast mutaté adszorbenst alkalmazunk.
A jelenleg ismert ilyen csoport-specifikus adszorbensek koziil kiilonésen a
»Con A-Sepharose” elnevezésii ,,affi”” gél bizonyult erre a célra elényédsnek.
Ez az adszorbens-gél, amelyben a cian-bromiddal aktivalt Sepharose 4B-hez
Concavalin A van kapcsolva, amely megfeleld miiveleti kériilmények kozott
specifikusan koti meg az o«-D-mannopiranozil- vagy «-D-gliikkopiranozil-
csoportot tartalmazé molekuldkat, mig az ilyen csoportokat nem tartalmazé
kisér6anyagok (egyéb fehérjék, peptidek stb.) a gélbdl kizarédnak. Ezek a
kizar6dé anyagok az eludlds soran az ,,attord” frakciékban jelennek meg,
a gél-oszlop teljes térfogatanak koriilbelill egyharmadanal, mig az ,,affi”
gélen megkotddott glikoprotein-természetdi anyagok adott esetben még a
kotés természetétdl, azaz a vegyiilet kémiai sajatossagaitol fiiggéen tovabb is
szeparalédhatnak, kiilonésen ha gradiens-eliciét alkalmazunk a gélen megko-
tott termék elualasara.

Az el6z6 miiveletek iitjan tisztitott szatietin termékiinket egy kozel
semleges kémhatasi és alacsony molaritasi indulépufferben, trisz-hidroklorid-
ban (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol-hidroklorid) oldottuk, amely 0,5
mol/l natrium-kloridot, és 0,001 mol/l Ca?* és Mn?* iont is tartalmazott. Az in-
dulépufferben a viszonylag magas s6koncentracié azért volt sziikséges, hogy ne
johessen létre nem specifikus fehérje-kotés az adszorbens és a kisérG-fehérje
jellegli anyagok kozott. Az indulé pufferoldatban feloldott szeparalandé anya-
got ezutan vittiikk fel az ,,affi” géloszlopra. Az eludlast o-metil-mannozidot
emelkedd koncentraciéban tartalmazé pufferoldattal végeztiik. Célszertien
0,5 mol/l koncentraci6ji «a-metil-mannozidot tartalmazé oldatot csepegtettiink
az indulé pufferoldat dsszetételével egyezd elualé oldatba és az elegy folyama-
tos kevertetésével biztositottuk a linearis gradiens képz6dést. Az elualé oldat
a-metil-mannozid-koncentraciéja tehat linearisan emelkedett a kromatogra-
falas soran; az oldat ion-koncentraciéjat és pH-értékét az eludlas soran nem
valtoztattuk. Az elvalasztast atfolyékiivettas, folyamatosan regisztrals foto-
méterrel kovettiik és a 4. abran lathaté eliciés diagramot kaptuk, amely
szerint az ,,A”” csiicsot reprezentdlé anyagkeverék az oszlopon athaladt és az
attoré-frakciokban jelent meg, mig az oszlopon megkotédott glikoprotein
lényegesen nagyobb retenciés értékkel, a megkozelitéen szimmetrikus ,,B”
cstics alakjaban elualédott a gradiens a-metil-mannozid koncentracié néveke-
désének eredményeként. Az oszloprél igy elualt biolégiailag aktiv anyagot a
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10- Con A -Sepharose oszlop

T T T

10 20 30 40
frakcioszam

4. abra. Tisztitott humdén szatietin affinitdsi kromatografidja Con A-Sepharose oszlopon

(1,7 X317 cm). Indulé puffer: 0,02 mol/l Trisz/HCl-ot, pH 7,0, amely 0,001 mol/1 MnCl,-ot, 0,001

mol/l CaCl,-ot és 0,5 mol/l NaCl-ot tartalmaz. Gradiens: az indulépufferben 0,5 mol/l a-metilman-

nozidot tartalmaz. Az elicié a grdadiens elinditdsdval kezdgdétt. ,,A”” anyag az oszlopon dtha-

ladé anyagkeverék, ,,B” anyag az ,,affi” gélre specifikusan kot6d6 és az a-metil-mannozid
hatasdra eludlédé aktiv termék

megfeleld frakcidk egyesitése és betoményitése titjan kaptuk meg. Minthogy az
igy nyert anyag még a pufferoldathdl szirmazé sékat és a-metil-mannozidot is
tartalmazott, ebbél az elegybdl a tiszta aktiv anyagot egy utolsé gélkromatog-
rafias miivelettel valasztottuk el. Ezt a ,,s6talanitasi miiveletet’ ismét Bio-
Gel P-2 oszlopon végeztiik ionmentes vizzel. A tiszta sémentes szatietin a V -
nél jelent meg és a kizarédott frakciok egyesitése és liofilizdlasa utan mar
kémiailag homogén anyagot kaptunk.

A szatietin emberi vérszérumbél kiindulé izolalasi eljaras eredményeként,
amint azt az 1. abran véazolt folyamatabra szemlélteti, 1 liter emberi szérumbél
koriilbelill 1,0—1,5 mg liofilizalt homogén hatéanyagot tudtunk elkiiloniteni,
amelynek biolégiai aktivitdsa 100 E/mg koriil van.

A tiszta, somentes, homogén anyagot a fehérjeanalitikdban alkalmazott

analitikai médszerekkel vizsgaltuk és karakterizaltuk. Ezeket az alabbiakban
ismertetjiik.

Kuvalitativ vizsgdlatok

SDS poliakrilamid gél elektroforézis (Davis 1964) informaciét szolgalta-
tott a termék homogenitasara vonatkozélag és egyben parhuzamosan futtatott
standard fehérjekeverékkel 6sszehasonlitva az anyag molekulasiilyara szolgal-
tatott adatot. Az 5. abrdn demonstraltuk tojas és szérumalbuminnal egyiitt
futtatott részlegesen tisztitott szatietin mintat és az affinitasi kromatografiaval
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tisztitott, homogénnek mutatkozé termék viselkedését. A szeparalédott fehérje-
tartalmid sdvokat Coomassie Brilliant Blue-val és PAS festéssel is parhuzamo-
san detektaltuk. Az elektroforézissel elkiilonitett nagy tisztasidgd preparatum-
ban mar, és az izolalt termékben is, a specifikus fehérjére és cukorra torténé
festéssel detektalt savok identikusnak bizonyultak. Ezekben a preparatumokban
szérum albumint immunolégiai médszerrel sem lehetett kimutatni. A szorosan
kozelallokettds siv a tiszta anyag esetében, mint az abrabél lathaté, az albu-
min molekulasilyanak tartomanyaba esik. A molekulasilyra vonatkozé vizs-
galatokat megerdgsiti, ill. j6 6sszhangban vannak a Pharmacia 4/309, gradiens
slab gélen végzett futtatasokkal, amelyek szerint az albuminmentes hatéanyag
standard fehérjekeverék jelenlétében az albuminnal hasonlé migraciét muta-
tott.

Az izolalt anyag homogenitasara és jellemzésére adekviat médszerként az
izoelektromos fokuszalast hasznaltuk analitikai 1éptékben, poliakrilamid slab
gélekben. A futtatiasokat minden esetben el§szor 3,0—10 pH értékdi amfolin
jelenlétében végeztiik azon célbél, hogy barmilyen izoelektromos pontd fehér-
jét detektalhassunk. A tisztitott nyersanyagtél az izolalt hatéanyagig bezarélag
minden esetben a 7,0 pH értékid tartomanyban tudtunk — egyéb szennyezések
mellett — egy kett§s ivvel rendelkezd anyagot kimutatni Coomassie és PAS
festéssel egyarant. A pontos izoelektromos pont (pI) meghatarozasa és a jobb
felbontas érdekében ezért sziikebb tartomanyban miikéds, nevezetesen 5—7,
ill. 7—9 pH értékii amfolint hasznéltunk a futtatdsokhoz. A vizsgalatok ered-
ményeként a 6. dbrian standard fehérjekeverék mellett lathaté a parcialisan
tisztitott és az izolalt termék izoelektromos fokuszalasa. Az izolalt hatékony
termék izoelektromos pontja (pI) = 7,0—7,05-nek adédott a vizsgalatok sze-

SZATIETIN MINTAK ANALIZISE SDS POLIAKRILAMID
GELELEKTROFOREZISSEL
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5. dbra. Tisztitas kovetése SDS-PAGE-vel 9,159;-0s akrilamidot tartalmazé Trisz-glicin puf-
ferben. A sdvokat Coomassie Brilliant Blue R-250-nel torténd festéssel detektaltuk
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SZATIETIN ,MIN‘T/&K IZOELEKTROMOS
FOKUSZALASA LAP GELEN

——— pH 70
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L pH 80
—_— == =— —= =Sk
1 2 3 A
pH 30

=

1. Standard fehérje keverék
2. Elektroforetikusan tisztitott szatietin

3,,Affi* gélen nem kotddott szatietin
L Affi" gélen felkotodott szatietin

6. dbra. Szatietin tisztitdsanak kovetése izoelektromos fékuszalassal ,,slab” gélben standard
fehérjekeverék jelenlétében. A fokuszalds pH 5—7 tartomanyban miik6dé LKB Ampholinnal
tortént

rint, ami semleges (neutralis) jellegre utal, és amely j6 egyezésben van a papir
elektroforetikus vizsgalatok adataival.

A hatéanyag elemi analizise az eléz6ekben mar a részlegesen tisztitott
anyagra valé feltételezéssel 6sszhangban van, ami az anyag glikoprotein ter-
mészetére utalt. A nagy tisztasigi anyag aminésav analizise elGvizsgalatok
szerint azt mutatta, hogy elsdsorban savas aminésavakban és lizinben gazdag a
molekula fehérjerésze, valamint a szénhidratrészt illetSen az aktiv termék négy
hexézt, fukézt, mannézt, galaktézt és gliikézt tartalmaz, jelentds mennyiségi
gliikk6zamin mellett.

Kvantitativ elemi analizis

A fehérjerész aminésavkomponenseit savas hidrolizis utan automatikus
aminésavanalizatorral hataroztuk meg egyoszlopos technikaval. A 16,679,
fehérjetartalom aminésav-analizise: Asp 2,09, Thr 1,29, Ser 0,889%,, Glu
1,429, Gly 0,329, Ala 1,159, Val 0,30%,, Leu 1,8%, Tyr 0,6%, Lys 7,6%3

osszes aminésav: 16,679, glikézamin: 6,159,.
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A 609%-0s szénhidrattartalom megoszlasa: fukéz 129,, mannéz 139,
galaktéz 119, glikoz 249,.

Tekintettel arra, hogy a fenti elemzési adatok liofilizalt termékre vonat-
koznak, a készitmény viztartalma a liofilizalas koriilményeitdl fiigg6en valtozo
lehet és a kotott viztartalom mellett valtozé mennyiségii szabad viz is lehet a
liofilizalt hatéanyagban.

Az elemzési adatok alapjan igy az izolalt tiszta homogén anyag elemi
analizise az alabbi §sszetételt mutatja:

fehérjetartalom 17%,
szénhidrattartalom 609,
glikézamin 6%

kotott viztartalom  5—109%,

Konkliziéként a kévetkezéket allapithatjuk meg. Az ismertetett eljaras-
sal human szérumbél izolaltuk a szatietint, mely glikoprotein természetii
anyagnak bizonyult. A hatéanyag molekulasilya 65—70 000 dalton, izo-
elektromos pontja pI = 7,0—7,05. Az izolalt termék az affinitasi kromatogra-
fids lépés utan az alkalmazott 6sszes kromatografias és elektroforetikus méd-
szerrel, valamint izoelektromos fokuszalassal is homogénnek bizonyult. Indi-
rekt és direkt bizonyitékok alapjan bizonyitottnak tekinthetd, hogy (triklér-
ecetsavas kezelés, glilk6zamin jelenléte a hidrolizitumban és az affinitasi
lépés ténye) a hatékony termék fehérjerésze vagy részei a szénhidrattal kova-
lens kotésben vannak jelen. Megfontolas targyat képezheti az a hipotézis, hogy
a molekula egésze tobb glikopeptid alegységbél épiilhet fel, amely az elemi
analizishb6l szamolva mintegy 11 000 dalton mélsilyd egységet jelentene.
Az izolalt szatietin kémiai természetének tovabbi megismerése, az anyag
specifikus fehérje és cukorbonté enzimek segitségével torténé emésztése a
fragmensek analizise érdekében folyamatban van.
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