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A taldlmdny tdrgya genetikai manipuldcids technikai eljdrds
hEGF elfdllitdsdra egy hEGF-et koédold génnek valamely
vektorba iktatdsdval \ E.coli gazdaszervezetnek
transzformdldsdval ezen vektorral, az igy kapott
transzformdns tenyésztésével i és a kapott hEGF-nek a
tenyészkdzegh6l vald kinyerésével és Osszegyljtésével. Az
eljdrdst az jellemzi, hogy egy triptofdn (trp) operonhoz
szolgdlé promotor gént és E.coli alkdlikus foszfatdz génhez
szolgdld szigndl peptidet kdédoldé gént integrdlnak egy hEGF
génbe a "folfelé" 1lev6 teridletben, és folyamatosan két
termindcids kodont és egy transzkripcidés termindtort

integrdlnak a "lefelé" levd teriiletben.
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A jelen talalmany -térgya el jdrds humdén epidermdlis
novekedési faktor (hEGF) elddllitésdara, hatékonyan

alkalmazva a genetikai manipuldcidés technikdkat.

Itt szeretnénk tisztdzni, hogy a hEGF ugyanaz a vegyilet,
mint a P-urogasztron. A jelen taldlmdny olyan hEGF-et,
amely gyogyszerként, pl. fekélyellenes szerként, stb.
alkalmas, nydjt nagy léptékben egyszerd mddon.

A genetikai maniupuldcids technikdk az aldbbi (1)-(4)
eljdrdsi 1épések kivitelezésére mar ismertek: (1) egy adott
vegyiiletet kdédolé gén 1integrdldsa valamely vektorba, (2)
E.coli gazdaszervezet transzformdldsa ezt a vektort
alkalmazva, (3) az igy kapott transzforméns tenyésztése, és
(4) az adott vegyiilet kinyerese és 0OsszegylGjtése a
tenyészoldatbél. Kilonbozd berendezéseket dllitottak eld,
hogy kinyerjék az e szerint a technika szerint kapott
nyomnyi fehérjét, amely hasznos az emberiség szamdra.
Részleteket 1irnak 1le ezzel kapcsolatban az aladbbi irodalmi
helyeken:

Tacon W., Carey N., Emetage S.: Molec. Gen. Genet. 177, 427
(1980),

Tacon W. és munkatdrsai: Gene 23, 255 (1983).

Kawai S. és munkatdrsai: J. Ferment. Technol. 64, 503
(1986) .

Oka T. és munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 7212
(1985), stb.



A legutdébbi "~technika szerint olyan eljardst ismertetnek,
amely magdban foglalja egy rekombindns DNS megalkotdsat,
amely hordoz mind egy E.coli alkdlikus foszfatdz gén eredet(
promctort, mind egy -ennek szabdlyozdsa alatt levd szigndl
peptidet, tovdbbd amely DONS-be egy hEGF-et kdédold gén van
integrdlva, hogy véglulis hEGF-et kapknak (003799/89 és
003800/89. szamu nem vizsgdlt japdn kozzétételi irat). Ebben
az eljardsban a kitermelés fokozdsa érdekében kilonbozd
taldlményok vannak bevezetve az inkubdlas soridn, pl.
tenyésztés alacsony homérseékletl zdndban a fehérje-szintézis
képesség indukdldsa <c16tt és magas hdmérsékletld zdonaban a
fehérje-szintézis képesség indukdldsa utan; vagy tenyésztés
enyhén savas vagy semleges korilmények kozott a fehérje-
szintézis képesség indukdldsa elott, mig tenyésztés gyengén
ldgos koriilmények kozott a fehérje szintézis képesség
indukdldsa utdn. Ezen taldlmanyok segitségével jé
eredményeket értek el.

A technika eddigi &4l1ldsa szerint, amelyet fentebb leirtunk,
a szoéban forgé hEGF-et bizonyos esetekben valdban magas
kitermeléssel 4llithatjuk eldé. Abban az esetben azonban, ha
nagy sGriségld tenyészetet kivdnunk alkalmazni azzal a
felté*t~1lel, hogy a termék a tdpkdzegbe fejezddjék és
vdlasztddjeék ki, a technika Jelenlegi 4dlldsa szerinti
el jdrdsok tobb hidnyossagot mutatnak. Ilyen hidnyossdgok pl.
az aldbbiak:

(1): a technika &lldsa szerinti eljdrdsckban nem lehet



o oo
*a
. : .. - . ‘.v
.
- soe

®eo 0

.
tes o,

see

o .
*e eeas o

szabadon szabdlyozni azt az 1ddt, amikor a transzformdlt
E.coli elkezdi termelni a hEGF-et; (2): ebbdl az okbél nem
lehet megfelelfen szaporitani a transzformdlt E.colit a
hEGF-termelés megkezdése el6tt; és (3): ennek kdvetkeztében
a transzformdlt E.colindl nem lehetséges a hEGF-termelés
eldrehaladdsdnak szabdlyozdsa az udgynevezett nagy sGrdségl
tenyészetekben (ez olyan E.coli tenyészetekre vonatkozik,
amelyekben az 00gg5g érték 40-nél tobb) .

Ezen az alapon nem lehetséges alkalmazni a rdtdpldldsos
(fed-batch) rendszert (folyamatos tenyésztési technika,
amelyben a tenyésztés folyaman a tdpkdzeget kiegészitik),
amely pedig alapvetden szikséges a nagy sirisegld tenyeszetek

kialakitdsahoz.

A  jelen taldlmény feltaldldinak kisérletei olyan irdnyzatot
tdrtak fel, amely szerint a transzformdlt E.coli szaporoddsa
gdtolt 1lesz, amikor ez a transzformdlt E.coli elkezdi
termelni a hEGF-et. Bar ennek oka nem vilégos,
feltételezhetd, hogy Jjelentds stresszhatds alakul ki a
transzformdlt E.colira nézve azt a hEGF-re fajlagos
jelenséget figyelembe véve, hogy ez a termelt hEGF nem marad
a transzformdlt E.coli citoplazmdjdban, sem a periplazmdban
(a belsd membran és kiilsod membrdn kozott), hanem
kivdlasztédik a sejten kiviilre. Erre a Jelenségre alapozva
tételezheté fel, hogy a transzformdlt E.coli szaporoddsa
akkor kezd el gdtldédni, amikor a hEGF elkezd termelédni.



Az el5z6ekbdl kovetkezik, hogy nagy sGridségd tenyészet
létrehozdsa céljabdl a hEGF termelését csak akkor szikséges
beinditani, amikor a transzformdlt E.coli mdr megfelelden
elszaporodott; ebbdl a célbél szikséges a hEGF termelés
szabad id6beli szabdlyozdsdnak biztositasa.

A jelen taldlmdny lényege az alabbiakban foglalhatd Ossze.

(1) Promotorként triptofén (trp) operonhoz szikséges
promotort kddold gént alkalmazunk.

(2) 3-indol-akrilsav (IAA) hozzdaddsdval szabdlyozzuk azt az
idétartamot, amikor a transzformdlt E.coli hEGF-et
termel,

(3) A tenyészetben hatékonyan alkalmazzuk a rdtdpldldsos
rendszert, amelyben valamely tdpkozeg kiegészitésének

sebessége vdltozd lehet.

(4) A tdpkozeg kiegészitéséhez alkalmazott szénforrds
glikéz, glicerin, vagy gliikéz és glicerin kombindcidja.

(5) A fenti (4) ratdpldléds.c rendszerben tovdbbd eldszor
glikézt, majd glicerint alkalmazunk széforrdsként a

ratédpldldsos rendszerben levd tdpkozeg kiegészitésére.

Ezutdn a fenti pontok eljdrdsait részletesen ismertetjik.



Amikor promotorként E.coli alkdlikus foszfatdz gén eredetd
promotort alkalmazunk, ‘a hEGF termeléképesseég ledll a
foszfat jelenléte miatt a tdpkozegben. A transzformdlt
E.coli szaporodik és a szaporodds folyaman a foszfat fogy és
olyan kis mennyiségdvé csiokken, amely mar egy meghatdrozott
koncentrdcid alatt van. Ezutdn az E.coli alkdlikus foszfataz
gén-eredetd promotor mikodésbe 1lép, hogy beinditsa a hEGF
termelést. Ebben a technika dlldsa szerinti folyamatban a
munkamenet kozbeni tiineteket a tenyészoldat a pH-jdnak és
hémérsékletének ellenBrzésével szabdlyozzuk és ilyen mddon
fokozzuk a hEGF-re vonatkozd termelékenységet.

A jelen taldlményban a fentebb emlitett trp-promotort
alkalmazzuk a fentebb leirt E.coli alkdlikus foszfatdz geén-
eredetd promotor helyett.

A jelen taldlményban eldzetesen 50 mg/1l triptofdnt adunk a
tapkdzeghez. Mikozben a transzformdlt E.coli szaporodik, a
triptofan fogy; amikor a triptofén mennyisége egy
meghatdrozott koncentracid ald csdkken, a trp operon
promotora mikddésbe 1lép, hogy beinditsa a hEGF termelést.
Amikor azonban a triptofédn megfeleld mennyiségben van jelen
a tépkozegben, nincs esély arra, hogy a Jelen taldlmany
szerinti promotor beinditsa a hEGF termelést. Ezen kivil,
amint ezt késdbb a példakndal bemutatjuk, fdleg a
transzformdlt E.coli olyan tulajdonsdgokkal bir, hogy amikor
ez hEGF-et vdlaszt ki, szaporoddsi sebessége gyengil vagy
szaporoddsa megszakad.
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Ezekbdl a tényekbdl arra jottink rd, hogy a Jelen
taldlmdnyban alkalmazott trp promotart hordozd kivdlaszté
kifejezd plazmid vektor kildndsen alkalmas arra, hogy
hasznosul jon transzformdalt E.coli késbbb leirt nagy
striségeinél, mivel ennek kifejez6dését konnyen 1lehet
szigordan szabdlyozni. Kdvetkezésképpen abbdl a célbdl, hogy
a kivdlasztott hEGF kivdlasztdsi mennyiségét tobb, mint 150
mg/l-re novel jik, triptofdn Jelenleétében hajtunk végre
inkubdldst; amikor a transzformdlt E.coli megfelelden nagy
stir(iségldvé felszaporodik, azonnal IAA-t adunk hozzd és a
terméket rovid id6 alatt kinyerhetjik (10-18 dra).

Ezen kividl glicerin hozzdaddsdval glikéz helyett a
ratdplaldsos rendszerben, vagy a. glikéz felvaltasaval
glicerinre az adagolds soran elegdns médan vdlik
lehetségessé az idézités a trp promotor mikodésének
beinditdsdhoz, amint ezt késdbb leirjuk.

Az IAA olyan vegyiilet, amelynek szerkezeti hasonldsdga van a
triptofdnhoz, és amely erdsebb affinitdssal bir a represszor
fehérjéhez, mint a +triptofdn. Ennek kovetkeztében az IAA
jelentds erdvel kotddik a represszorhoz, és igy
megakaddlyozza, hogy a represszor a promoctorhoz
(operdtorhoz) kot6djék. Ennél fogva ha IAA-t a tdpkozeg
részévé tessziikk, ez a promotor éppen akkor lép mikddésbe,
amikor triptofdn van jelen a tapkdzegben.



Az eldz6ekbdl vildgosan megérthetd, hogy a hEGF termelését
IAA hozzdaddsdval indithatjuk be a jelen taldlmdny szerint a
tenyésziés barmelyik stddiumdban. A jJelen talalmdny

legfontosabb vondsa ebben a pontban van.

Ismeretes, hogy amikor a transzformdlt E.coli szaporoddsa
fokozddik, ardnyosan fokozddik az -ezzel egyidtt jard hEGF
termelés 1is. A transzformdlt E.coli slrGségét a tapkozegben
igy lehet fokozni, hogy erre a célra specidlis tdpkozeget
tervezink, vagy a rdtdpldldsos rendszert alkalmazzuk. Ennél
fogva ha a hEGF termelést csak a transzformdlt E.coli
szaporitdsa utan fokozzuk, a hEGF-et nagyon hatékonyan

nyerhetjik Ki.

A  jelen taldlmdnyban az dltaldnos genetikai manipuldcids
technikdban hagyomanyosan alkalmazott el jardsokat
alkalmazhatjuk megfeleld mddon. Igy pl. E.coli gazdasejtként
valamely E'.coli K12 todrzs, ez a széles korben alkalmazott
torzs, alkalmazhaté. Ezen kivil vektorként kereskedelmi
forgalomban taldlhaté plazmidokat kombindlhatunk ismert
genetikai manipuldcidés technikdk szerint. Pontosabban az
aldbbi E.coli tdrzseket alkalmazhatjuk a jelen taldlmény

szerinti eljdrdsokban:

JM101, TB1, HB10l, RRl, DH1, MM294, C600 galK~, Y1090 (pMC9-
hidnyos tdrzs).

Alkalmazhatdk ezen kivil mindezen tdrzsek kiulonbozd
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A jelen taldlmdnyban pl. az aldbbi plazmidok és fdgok
alkalmazhatodk:

pDR540 (gyartja a Pharmacia Fine Chemicals Inc.), ml3mpl8 és
mpl9 (gydrtja a Takara Shuzo Co., Ltd.).

A jelen taldlmdnyban pl. az alédbbi tdpkdzegeket
alkalmazhatjuk alaptapkozegként és kiegészitd tdpkozegként:

LB tdpkdzeg (10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l élesztbkivonat,
5 g/1 nétrium-klorid); '

M9 tdpkiozeg (6 g/l dindtrium-hidrogén-foszfat, 3 g/1 kdlium-
dihidrogén-foszfdt, 0,5 g/l ndtrium-klorid, amméniumﬁlorid,
2 mmél/1 magnézium-szulfat, 0,1 mmél/1 kalciuﬂ(lorid);

4YTM9 tdpkozeg (M9 tdpkdzeg az alabbi komponensekkel
kiegészitve: 32 g/l Bacto-tripton, 20 g/1 élesztdokivonat).

A tdpkozeget agar hozzdaddsdval dallithatjuk eld a
lemeztdptalajok esetében 1,5% koncentrdcidban, mig M13 fi4g
felsd réteg tdpkdzeg esetében 0,6% koncentrdcidban. A
valamely plazmidot tartalmazé E.coli tenyésztése esetén
ampicillint adunk a tépkdzeghez 100 mg/l koncentrdcidban,
hogy a plazmidokat megvédjilk az elvesztéstdl.
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A  jelen taldlmany szerinti -eljdrdsban olyan restrikcids
enzimeket és DNS-t mddositd enzimeket alkalmazhatunk,
amelyek dltaléban haszndlatosak a szokdsos genetikai
manipuldcids technikdkban. Alkalmazhatjuk pl. a Takara Shuzo
Co.; Ltd., Toyobo Co., Ltd.; Pharmacia Fine Chemicals Inc.;
€s a Boehringer Mannheim cégek dltal gydrtott enzimeket. A
jelen taldlmany szerinti eljdrdsban ezeket az enzimeket az
ismert kdzleményekkel €s kézikonyvekkel dsszhangban
alkalmazhatjuk (pl.: Molecular Cloning: a laboratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold spring Harbor, New
York) .

Az E.coli transzformdldsandl, a plazmid tisztitdsdndal és a
fdg DNS tisztitdsdndl a jelen taldlmdny eljdrdsa sordn olyan
technikakat alkalmazhatunk, amelyeket a genetikai
manipuldcidkban dltaldban haszndlnak. Ezzel kapcsolatban
kdvethetjik az 1ismert kézikonyveket eés

kdzleményeket (pl. a kordbban emlitett Molecular Cloning

c. kézikdnyvet).

A jelen taldlmdany szerinti oligonukleotidokat olyan
megfeleld technikdkat alkalmazva szintetizdlhatjuk,
amelyeket 4ltaldban alkalmaznak a szokdsos DNS szintézisben
(pl. triészter eljdrds). Méasrészt az oligonukleotidokat
szintetizdlhatjuk a kereskedelmi forgalomban kaphatd DNS
szintetiz4ld berendezéseken is (pl. Model 380B, amely az

Applied Biosystem Inc. gydrtmdnya).
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Az oligonukleotidok 1igdldsdhoz a jelen taldlmdnyban olyan
technikdkat alkalmazhatunk, amelyeket hagyomdnyosan
haszndlnak a genetikai manipuldcids technikdban. Igy pl. 1-1
g szintetikus oligonuklectidot foszfarilezink 20 1
kapcsold kindz pufferban (ldsd Molecular Cloning ...), majd
0sszekever juk ezeket. 709C homérsékleten 10 percen 4t
végzett melegités utdn a rendszert fokozatosan
szobahomérsékletre hGtjlik 1le mintegy 1 dra alatt. Ezutdn
azonos térfogatd, egyszeres koncentrdcidjd kapcsold kindz
puffert adunk a keverékhez és T4 ONS ligdzt adunk hozzd. A
keveréket egy éjszakdn &t 4l1lni hagyjuk 169C hémérsékleten.
Ezutdn a keveréket 10 percen 4t 709C hémérsékleten
melegitjik, hogy inaktivdljuk a T4 DNS ligdzt. Ezutdn a
puffert kicseréljik az etanol-kicsapdsos el jdrdssal. Miutdn
restrikcids enzimekkel hasitottunk mindkét végen dgy, hogy a
széban forgé fragmentum képz4Gdjék, frakciondldst hajtunk
végre 8% poliakrilamid lemez gélelektroforézissel. A széban
forgéd DNS fragmentumot tartalmazd gélb6l a DNS-t pufferral
végzett extrahdldssal tisztitjuk (ldsd: Molecular Cloning
.). Ez a technika az oligonukleotidok ligdlédsdnak tipikus
pelddja a jelen taldlmanyban.

Abbdl a célbdl, hogy meghatdrozzuk a hGEF, amely a szdban
forgé termék a jelen taldlmdanyban, mennyiségét a genetikai
manipuldcids technikdkban szokdsos technikdkat alkalmazhat-
Juk. Pontosabban a hEGF mennyiségét radioimmunassayval
hatdrozhatjuk meg (pl. az Amersham dltal készitett készletet
alkalmazva, standardként a kereskedelmi forgalomban levd



hEGF-et alkalmazva (amely pl. a Wakunaga Pharmaceutical Co.,
Ltd, vagy az Amersham Inc. készitménye).

Az aldbbiakban megadjuk az dbrdk rovid leirdsdt.

Az 1. dbra a jelen taldlmdny szerinti trp promotor
szekvencidjadt mutatja be, valamint az SD szekvenciat és az
E.coli alkdlikus foszfatdz szignél peptid gént.

A 2. 4d4bra a jelen taldlmdny szerint hEGF gén szekvencigjat

mutatja be.

A 3. 4dbra a jelen taldlmdny szerinti kivdlaszté kifejezd
plazmid el6dllitdsdnak munkamenetét dbrdzolja.

A 4. dbra a Jjelen taldlmany szerinti pBT23 kivdlaszté
kifejezd plazmid HindIII-BamHI fragmentum szekvencidjat
mutatja be. |

Az 5. 4&4bra az 1. példa eredményeit mutatja be, ahol az
abszcissza a tenyésztés idejét jelenti (drdban), ¢és a
fiigg6leges tengely a hEGF mennyiségét jelenti (mg/literben)
a tdpkozegben: @ jelenti a fermentorban kapott eredményeket
és WM Jjelenti a lombikban kapott eredményeket.

A 6. 4dbra a 2. példa eredményeit mutatja be, ahol az
abszcissza a tenyésztés idejét Jelenti (drdban), és a
fiiggéleges tengely a hEGF mennyiségét jelenti (mg/literben)
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a tdpkdzegben: @ Jjelenti a fermentorban kapott eredményeket
¢s B jelenti a lombikban kapott eredményeket.

A 7. dbra a 3. példa eredményeit mutatja be, ahol az
abszcissza a tenyésztés idejét Jjelenti (drdban) ¢és a
fligg6leges tengely a hEGF (mg/literben) és a sejt (0Dggg-ben
kifejezve) mennyiségét jelenti: O Jjelenti a sejtmennyiséget
és @ jelenti a hEGF termelést.

A 8. dbra a 4. példa eredményét mutatja be, ahol az
abszcissza a tenyésztés idejét Jjelenti (d6rédban) ¢és a
fliggéleges tengely a hEGF (mg/literben) és a sejt (0Dggp-ben
kifejezve) mennyiségét jelenti: O jelenti a sejtmennyiséget
és @ jelenti a hEGF termelést.

Ezutdn a jelen taldlmdnyt részletesen ismertetjik az itt
kovethetd referencia példdk és kiviteli példdk segitségével.

1. referencia példa
Kivdlaszts kifejez6 plazmid elddllitdsa

(1) trp promotor, SD szekvencia ¢és E.coli alkdlikus
foszfatdz szigndl peptid gén szintézise.

A trp promotor és a haszndlt SD szekvencia (Shine-
Dalgarno riboszdéma két8hely) a -60. helynél levd T-t61 a
+26. helynél levé A-ig helyezkedik el, amikor a

transzkripcids 1inicidcids helynél levd A-t nevezziik +1-
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nek. A -60. helynél levd T 5'-végnél HindIII hasitéasi
helyet szolgdltatunk, szdmitdsba veendéd ezt a helyet
valamely vektorral valéd ligdldshoz. Az E.coli alkdlikus
foszfatdz szigndl peptid gén a természetben eldforduld
szekvenciat koveti, de szdmitdsba véve a vektorral valg
ligdlést és a hEGF génnel valé 1igdldst, a GTG
inicidcids kodon ATG-re van mddositva, a C-termindlisndl
a GCT GCG-re van mdédositva, és a 3'-végen EcoRI hasitdsi
hely van biztositva. A most emlitett szekvencist 8
oligonukleotidra osztva szintetizdljuk, amelyeket azutdn
hagyomdnyos mdédon ligdlunk. A terméket HindIII-EcoRI DNS
fragmentumként tisztitjuk. Ezutdn ezt a fragmentumot
beiktatjuk az M13mpl8 fdg replikativ formdjd ONS
HindIII-EcoRI hasitdsi helyei kozé, és ennek nukleotid-
szekvencidjat a didezoxi szekvenciaelemzési el jdrdssal
igazoljuk (1. é&bra).

A hEGF gén szintézise.

A hEGF gén szekvencidjat a természetes hEGF
aminosavszekvencidjdra alapozva tervezzik meg. A
szekvencia kiodtlésében az aldbbi hdrom pontot vessziik
figyelembe: olyan kodon alkalmazdsa, amely nagy
gyakorisdggal hasznosul E.coliban; az olyan ismétl6dé
szekvencia eltdvolitdsa, amely szekunder szerkezetet
alakit ki; és gondoskodds a SphIl hasitdsi helyrdl a gén
ligdldsdhoz sziikséges gén kozepén.

Pontosabban a hEGF gént egy 21 oligonukleotidbdgl
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osszedllitott EcoRI-SacI DNS <fragmentumként 4&11itjuk
eld.

El6szor az EcoRI-Sacl DNS fragmentum elsd részét alkots
11 oligonukleotidot szintetizdl juk €s ligdl juk
hagyomanyos mddon, amelyet azutdn beiktatunk az M13mpl8
fdg replikativ formdjdi DONS EcoRI-Sphl hasitdsi helyei
kozé. A nukleotid-szekvenciat a didezoxi
szekvenciaelemzési eljdrdssal igazoljuk.

Ezutdn az SphlI-Sacl DNS fragmentum hdts¢ részét alkotd
10 oligonukleotidot szintetizdl juk és ligdl juk
hagyomdnyos mdédon, amelyet azutdn beiktatunk az M13mpl8
fag replikativ formdji ONS SphI-Sphl hasitdsi helyei
kozé. A nukleotid-szekvenciat a didezoxi

szekvenciaelemzési eljdrassal igazoljuk.

A megfeleld rekombindns M13 fdg replikativ formdjd DNS-
b6l az EcoRI-SphIl DNS fragmentumot illetve SphI-Sacl DNS
fragmentumot kimet ssziik és egymdssal 1igdljuk, hogy
megkapjuk a hEGF gént.

A teljessé egészitett hEGF génben az 5'-vég alkotja az
EcoRI hasitdsi helyet ¢€és ez a rész az N-termindlis
aminosav aszparaginjdnak felel meg. 3'-vége alkotja a
Sacl hasitdsi helyet ¢és ez olyan formaban van, hogy a
TGA és TAG termindcids kodonok kovessék ezt kozvetlendl.
A ligdlt hEGF EcoRI-Sacl DNS fragmentumot beiktatjuk az
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M13mpl8 fdg replikativ formdjd DNS EcoRI-Sacl hasitdsi
helyébe. A nukleotid-szekvencidt ismét 1igazoljuk a
didezoxi szekvenciaelemzési eljardssal (2. é&bra).

A kivdlasztd kifejezd plazmid elgdllitdsa.

Eldszor a pDR540 (gyartja a Pharmacia Fine Chemicals
Inc.) EcoRI hasitasi helyét torol jik hagyomanyos mddon,
DNS polimerdz Klenow-fragmentumot es T4 ligazt
alkalmazva; igy alkotjuk meg a pDR540E~ plazmidot.

Ezutdn hagyomanyos mddon szintetizdalt és ligalt
kapcsoldt (linkert) iktatunk be ennek a pBR540E~ DNS-nek
a BamHI hasitdsi helyébe, ilyen mddon EcoRI, XhoI, Sacl
és Prull hasitdsi helyeket vezetiink djonnan bele.

Ezen kivil trpA termindtor szekvencidt (gydrtd: Pharmacia
Fine Chemizals Inc.) iktatunk be ebbe a Pvull hasitdsi
helybe, hogy a pATGt plazmidot elddllitsuk. A
szintetikus hEGF gént tartalmazé EcoRI-SaclI DNS
fragmentumot ennek a pATGt plazmid ONS-nek az EcoRI
hasitdsi helye és Sacl hasitdsi helye kozé iktatjuk be,
hogy elddllitsuk a pBT19 plazmidot.

Ezutan a trp promotort, SD szekvencidt ¢és E.coli
alkdlikus foszfatdz szigndal peptid gént tartalmazd
HindIII-EcoRI DNS fragmentumot beiktatjuk a pBT19
HindIII hasitdsi helye és EcoRI hasitdsi helye kozé, igy
alkotva meg a pBT723 hEGF kivdlasztd kifejezd plazmidot



(3. és 4. 3dbra).

2. referencia-példa

hEGF kifejezése és ennek eloszlédsa.

A pBT23-at tartalmazd C600galK~™ torzset razott
tenyészetben tenyésztjik, 0,1 liter +térfogatban, LB
tdpkozegben egy éjszakan at, ez képezi az
elotenyészetet. Az elotenyészetbdl 4 ml-t (2%-o0s
inokuldldsi arany) inokuldlunk 0,2 liter M9 tdpkdzegbe
Camely 5 g/1 kazamino-savat (savval hidrolizdlt kazein),
2 g/1 glikézt, 10 mg/l By vitamint és 100 mg/l
ampicillint tartalmaz], amely 0,5 1liter térfogatu
rdzélombikba van betdltve, ezutdn a tenyészetet 37°C
hémérsékleten rdzatjuk 125/perc fordulattal. Az
exponencidlis nodvekedési fdzisndl (ebben az esetben az
0Dg5g mintegy 0,1) 3-indol-akrilsavat (IAA) adunk a
tenyészethez 20 mg/l1 koncentrdcidban, hogy indukdljuk a
trp promotort. A tenyészet beinditdsdtdl szdamitva 1; 2;
4; 6; 8, és 24 éra milva mintdt veszink és
centrifugdl juk ezt, hogy elkilonitsik egymdstdél a
tdpkdzeget és a sejteket. A sejtekbGl tovdbb szepardl juk
a periplazmds frakcidét az ozmotikus sokk mddszerével. A
hEGF mennyiségét a tdpkdzegben ¢és a periplazmdban
radioimmunassayval hatdrozzuk meg (az ehhez szolgédlé
készlet az Amersham Inc. gydrtmdnya). Az eredményeket az
1. tdbldzatban mutatjuk be.
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1. TABLAZAT: A hEGF eloszldsa

A tenyészet kora A hEGF mennyisége (mg/1)
(dra) Periplazma Tdpkdzeg

1 0,011 0,017

2 0,016 0,030

4 0,022 0,190

6 0,017 0,430

8 0,014 0,490

24 0,004 0,730

A tédpkozegben elért maximdlis hEGF mennyiség 0,73 mg/l, 24
drédval a tenyészet beinditdsa wutdn. A periplazméban
felgyilemlett hEGF a maximumot 4 dérdval a tenyészet
beinditdsa utdn éri el, de ez a maximum csak mintegy 0,02

mg/l. Ezutdn a hEGF csokken, és 24 dra utan csaknem eltdnik.

Ezekbdl a tényekb6l beigazoldédik, hogy a kivdlasztott hEGF
zommel a tdpkozegben van jelen. igy a késgbbi
munkamenetekben a termelddott hEGF mennyiségét csak a

tapkdzegben mérjik.

3. referencia példa
Tanulmdny az E.coli gazdase]jtekrdl.

A pBT23 DNS-t alkalmazva E.coli HB101l, RR1l, DOH1, MM294,
Y1090 (pMC9-hidnyos torzs), JM101 és TBl torzseket
transzformdlunk, hogy megfeleld, pBT23-at tartalmazd E.coli
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transzformdnsokat kapjunk.

A transzformdnsokat a 2. referencia példdban leirt
korilmények kozott tenyésztjik, a C600galK™ transzformdnssal
is elvégezve a tenyésztést. A trp promotor indukcidjat IAA-
val 9,5 d6rdval azutdn végezzik el, miutdn a tenyésztést
elinditottuk. Ebben az idb6pontban és 24 dra utdn mérjik a
hEGF mennyiségét (2. tédbldzat)

2. TABLAZAT. A hEGF mennyisége kiilonbdzo E.coli
transzformdansokban

hEGF mennyisége (mg/l)

E.coli torzs 9,5 6ra mulva 24 déra milva
Cé600galk~™ 0,54 1,25
HB101 0,54 1,25
RR1 1,23 0,93
DH1 0,64 0,45
MM294 0,28 0,50
Y1090(pMC9-hidnyos toérzs) 0,03 0,02
JM101 0,81 0,67
TB1 2,30 4,00

A nyolc E.coli transzformdns kozil a TBl szolgdltatja a
legnagyobb termelési eredményt, ez eléri a 4 mg/litert. Ez
utdn a C6é00galK™ ¢és a HB1lOl nydjtjdk a mdsodik legnagyobb
eredményt, mindkettd eléri az 1,25 mg/litert. Ezeket a
torzseket udgy tekintjik, hogy alkalmasak hEGF elddllitdsara.
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4. referencia példa.

Tanulmdny a trp promotor indukcigjdnak idfzitésérdl.
pBT23-at tartalmazd HB10O1 transzformanst alkalmazva
tenyésztést végziink ugyanolyan kdrilmények kozdtt, mint a 2.
referencia példdban. Az IAA-t 20 mg/l koncentrdcidban adjuk
az exponencidlis novekedési fdzis dtmeneti ¢és KkésoHi
stddiuméban és a staciondrius stddiumban, és megvizsgdljuk a
hEGF mennyiségét a tépkdzegben. Az eredményeket a 3.
tdbldzatban mutatjuk be.

3. TABLAZAT. A +trp promotor indukdldsdnak idGzitése és a
hEGF termelés

A hEGF mennyisége (mg/l)

Exponencidlis novekedési

A tenyészet kora fdzis
Atmeneti Kés6i Staciondrius
éra stddium stddium stddium
0,5 <0,08 <0,08 <0,08
1,5 <0,08 <0,08 <0,05
2,5 <0,08 0,08 <0,08
(az IAA adésakor)
3,5 0,18 0,16 0,14
4,5 0,65 0,43 0,33
(az IAA adasakor)
5,5 1,69 0,83 0,63

6,5 2,28 0,98 0,90
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A hEGF mennyisége (mg/1l)

Exponencidlis ndvekedési

A tenyészet kora fazis
Atmeneti Késbi Staciondrius
éra stddium stddium stddium
7,5 2,63 1,10 1,10
9,5 2,41 1,63 1,66
24,0 5,75 8,95 8,95

Megfigyelhetd, hogy az IAA hozzdaddsa az exponencidlis fdzis
kés6i stddiumdban vagy a staciondrius fdzisban nagyobb
mennyiségld hEGF termelést segit el6.

5. referencia példa.

pBT23-at tartalmazd HB101 +transzformdnsokat alkalmazva
tenyésztést végzink ugyanolyan koridlmények kodzott, mint a 2.
referencia példdban (azzal a kivétellel, hogy a 4.
tdbldzatban bemutatott tépkozegeket alkalmazzuk). Amikor
4YTM9-et, M9-1-et ¢és M9-2-t alkalmazunk tdpkozegként, az
IAA-t 5,5' dra utdn adjuk be, és amikor M9-3-at és M9-4-et
alkalmazunk, 9 dra wutdn adjuk be, minden esetben 20 mg/l
koncentrdcidban. A hEGF mennyiséget az egyes tdpkdzegekben 9
és 24 dra utdn mérjik a tenyésztés beinditdsdtdl szamitva.
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4. TABLAZAT. A tapkizegek dsszetétele

4YM9 M9-2 M9-3 M9-4
M9 tépkozeg E— £ E—
Bacto-tripton 32 g/1 Kazaminosav 10 g/1 5 g/l <— 2 g/1
ElesztGkivonat 20 g/l Glikéz 5 g/1 €« 2 g/1 €—
By vitamin 10 mg/1
Ampicillin 100 mg/1 <—

T

£e— < <

5. TABLAZAT. A té&pkozeg Osszetétele és a hEGF termelés
mennyisége

A hEGF mennyisége (mg/1)

Tdpkdzeg 9 d6ra utdn 24 6ra utdn
4YTM9 0,04 0,09
M9-1 0,68 0,70
M9 -2 1,98 1,69
M9 -3 3,03 7,25
M9-4 0,91 2,38

Amikor M9-3 tapkdzeget alkalmazunk (anely 5 g/l
kazaminosavat és 2 g/1 gliikézt tartalmaz), a hEGF mennyiség
maximumot ér el (7,25 mg/l). Meg kell emliteniink, hogy a
foleg természetes komponensekbdl (pl. élesztdkivonatbdl,
Bacto-triptonbdl) allé tdpkozegekben, amelyekben nagy
mennyiségld triptofdan taldlhaté, a hEGF termelés alacsony.
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6. referencia példa
A trp promotor szabdlyozdsa a tdpkdzegben triptofédnmnal.

A fentiekben ismertetett referencia pelddkban szereplo
tenyészetek nem tartalmaznak triptofdnt a tédpkozegben, és a
természetes 1indukcids rendszerben a trp promotor indukcidja
akkor torténik, amikor az eldtenyészetbdl szarmazdé triptofén
kisebb értéekre csokken, mint egy adott koncentréacid,
amelynél az E.coli szaporodik. Ebben a rendszerben az IAA
induktor megndvelheti a hEGF értékét, de kozvetlenil nem
kapcsolhatja ki a trp promotor indukcidjat.

fgy a triptofant kordbban adjuk a tdpkdzeghez, hogy
megldssuk, vajon a trp promotorbdl ered6 indukcidé gdatolhatd-
e, és ha erre a kovetkeztetésre Jutunk, meglassuk,
lehetséges-e ezt a gatlast felfiiggeszteni IAA hozzédadédsdval.

A hozzdadott triptofdn mennyisége 1; 3; 10; 20; 30; és 40
mg/l, és IAA-t is adagolunk a 6. tdbldzatban bemutatott
koncentrdcidkban.

pBT-23-at tartalmazé HB10l1 transzformdnsokat alkalmazva
tenyésztést végziink ugyanolyan korulmények kdzgtt, mint a 2.
referencia példédban. Az IAA-t o0t ordval a tenyészet
beinditdsa utdn adjuk be. A tdpkozegben meghatdrozzuk a hEGF
mennyiségét. Az eredményeket a 6. tdbldzatban mutatjuk be:



6. TABLAZAT. A triptofdn koncentrdciéja a tdpkizegben és a
termelt hEGF mennyisége

Trip-

tofan IAA

kon- kon- hEGF mennyisége (mg/1)

cent- cent- 1 3 5 7 9 11 24

Sor raécié rdciag ora 6ra gra ora déra déra éra

szam (mg/1) (mg/l) mdlva mdlva milva mdlva mdilva mdlva midlva

(1) 0 0 <0,08 0,22 1,44 2,15 2,68 3,75 6,35

(2) 0 20 <0,08 0,27 0,97 1,46 1,75 2,40 9,75
(3) 1 0 <0,08 0,27 1,18 1,84 2,45 4,33 7,75
(4) 1 20 <0,08 0,26 1,16 2,04 2,31 3,80 12,50
(5) 3 0 <0,08 0,29 1,09 1,74 3,45 4,58 9,50
(6) 3 20 <0,08 0,27 1,09 1,94 2,25 3,25 10,50
(7) 10 0 <0,08 <0,08 0,66 0,96 1,71 2,68 8,75
(8) 10 20 <n,08 <0,08 0,69 1,13 1,65 2,55 8,00
(9) 20 0 <0,08 <0,08 0,35 0,46 0,53 0,67 1,03
(10) 20 20 <0,08 <0,08 0,35 0,71 1,31 2,00 7,90
(11) 20 40 <0,08 <0,08 0,45 0,82 1,38 2,01 7,30
(12) 20 80 <0,08 <0,08 0,45 0,57 1,04 1,34 3,60
(13) 30 0 <0,08 <0,08 0,42 0,47 0,60 0,86 1,33
(14) 30 80 <0,08 <0,08 0,42 0,79 1,13 1,30 2,09
(15) 40 0 <0,08 <0,08 0,43 0,51 0,60 0,8l 1,41
(16) 40 80 <0,08 <0,08 0,37 0,60 1,07 1,38 2,15

Amikor a tdpkdzegbe adott triptofdn mennyisége kevesebb,



.
€08 av S000 S0te v

mint 10 mg/l, a hEGF termelés mennyisége 6 és 10 mg/l kozott
van, mig amikor a triptofan koncentrééiéja 20 és 40 mg/liter
kozott van, a hEGF termelés mennyisége erdsen lecsokken 1 és
1,5 mg/l kozé. Igy megdllapithatjuk, hogy egy meghatdrozott
koncentrdcidéndl tobb triptofdn gdtolja a hEGF termelését.

Abban az esetben, amikor a triptofédn koncentrdcidja 20 mg/1,
a hiEGF termelése mintegy nyolcszorosdra ndé, amikor 20 vagy
40 mg/l1 IAA-t is adunk. Amikor azonban 80 mg/l IAA-t adunk,
a hEGF termelés mennyisége csak négyszeresre emelkedik.
Amikor a triptofdn koncentrdciéja 30-40 mg/l, a hEGF
termelés mennyiségében a novekedés 80 mg/l1 IAA hozzdaddsdval
csekély, mintegy masfélszeres lesz.

Az eldz6 eredményekbdl igazolédik, hogy triptofan hozzdaddsa
megfeleld mennyiségben (20 mg/l ebben a példdban) gdtolja a
trp promotorbél eredd indukcidt, és IAA hozzdaddsa (20-40
mg/1l) felfiiggeszti a triptofdnnak ezt a gdtldsdat a trp
promotor kikapcsoldsdval. Az is megfigyelhetd, hogy
triptofan hozzdaddsa nyomnyi mennyiségben elésegiti az
E.coli transzformdnsok szaporoddsdt (10-40 mg/l1 triptoféan
hozzdaddsdval a sejt mennyisége 1,5-2-szeres lesz). Az is
megfigyelhetd, hogy az IAA hozzdaddsa fdlos mennyiségben,
vagyis toébb, mint 40 mg/1 koncentrdcidban gdtolja az E.coli
szaporoddsat, amely a termelt hEGF mennyiségében 1is
csokkenést idéz eld.
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Az eddig leirtakat az aldbbiakban foglalhatjuk Ossze.

(1) A szdban forgo hEGF csaknem teljes egészében
kivdlasztédik a tenyészlébe megfeleld inkubdldst alkalmazva.

(2) A HB1O1, 781 vagy C600galK~™ alkalmas E.coli
gazdatorzsek.

(3) A +trp promotor indukdldsa IAA-val akkor optimdlis,

amikor ez a késdi novekedési fdzisban ad]juk.

(4) 5 g/1 kazaminosavval, 2 g glikézzal ¢és 10 mg/l By
vitaminnal kiegészitett tdpkozegek alkalmasak tapkdzegként.

(5) IAA hozzdaddsdval lehetséges a trp promotor indukdlédsa
még akkor is, ha triptofdn van jelen a tapkdzegben.

Annak felbecsiilésére, hogy a nagy srdségd tenyészet
fermentorban képes-e ezeket a tényeket figyelembe véve nagy
léptékben létrejonni, kisérleteket hajtunk végre. Ezen kiviil
abbdl a célbil, hogy ellenérizhessik a nagy 1léptéki
kisérleteket, az E.coli tenyészet felilidszéjédban levd hEGF
tisztitdsdt is vizsgdljuk, amelyhez Gj eljdrds alakitunk ki.
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1. kisérlet.
hEGF tisztitdsa

(1) Kationcseréld  gyanta (BIO-REX70; a Biorad Inc.
gyartmédnya) (pH 3,0) adszorpcidja —2 elidcid (amménium-
acetdt, pH B8,0) —> dializis (ammdénium-acetdt, pH 5,5).

(2) Anioncseréld oszlopkromatografia (Q-Sepharose Fast Flow;
gydrtja a Pharmacia Fine Chemicals Inc.) (amménium-acetdt, pH
5,5).

(3) Forditott fdzisdi (C;g) oszlopkromatogrdfia (PepRPC;
gydrtja a Pharmacia Fine Chemicals Inc.; 0,1% trifluor-
ecetsav/acetonitril —= fagyasztva szdritas.

A  jelen eljdrds szerint az Osszes leépést 2-4 napon belil
hajthatjuk végre. Ezen kivil az eljdrds nem foglal magédban
gélsziréses kromatografiat, amelyet hagyomdnyosan

alkalmaznak, hogy a léptéknoveleés konnyd legyen.

igy pl. 10 mg tisztitott hEGF-et kaphatunk 10 1liter
tenyészeﬁ?elﬁldszébél ezzel az eljdrdssal.

A tisztitott hEGF-nek azonos aminosav-szekvencidja van, mint
a természetes hEGF-nek, és N-termindlis aminosavszekvencidja
is azonos, mint a természetes hEGF-é. Ezutdn a kiovetkez§
kisérletekben megvizsgdljuk a tisztitott hEGF bioldgiai
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aktivitdsat.

2. kisérlet.

Az EGF receptor kotdképessége.

Az alédbb leirt eljdrédst kdvetve igazoljuk a tisztitott hEGF
kotéképességét a humdn sejtfelileti EGF receptorhoz.

Humédn A43]1 sejteket szuszpenddlunk 104 sejt/ml
koncentrdcidban Dulbecco dltal mdédositott Eagle tdpkdzegben
(DMEM tapkbzeg; gyartja a Nissui Co., Ltd.), amely 10%
bor jiembrid szérumot (gydrtja a Gibco Co., Ltd.) is
tartalmaz. A sejtszuszpenzidt egy 24 lreges tenyésztd
lemezre visszik fel, dlregenként 1 ml-t, majd 37 °©°C
homérsékleten tenyésztink 24 ordn at 5% COp-ben. Miutédn a
sejteket kétszer mostuk olyan DMEM tédpkozeggel, amely 50
mmél/1 N,N-bisz (2-hidroxi-etil)-2-amino-etdnszulfonsavat
(BES, pH 6,5) és 0,1% szarvasmarha szérum albumint (BSA; a
Sigma Inc. gydrtmdnya) tartalmaz (kotd puffer), a sejtekhez
0,3 ml olyan kodtd puffert adunk, amely 0,2 ng/ml 1257_
jelzett hEGF-et (gydrtja az Amersham Inc.) és 0,1-10000
ng/ml hEGF-et is tartalmaz.

Miutan szobahdmérsékleten 4llni hagytuk 1 d&rén 4at, a
sejteket kétszer mossuk a koté pufferral, ¢és 0,2 mél/1
nétriuﬂﬁidroxid oldatot adunk hozz4d iiregenként 0,3 ml
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mennyiségben, hogy a sejteket 1izdljuk. Ezutan mérjuk az EGF
receptorhoz kotott, 12°I-vel jelzett hEGF radioaktivitdsat.
Az eredményeket a 7. tdbldzatban mutatjuk be.

7. TABLAZAT. A tisztitott hEGF kotdképessége humdn EGF
receptorhoz

hEGF A kotés-gdtlds ardnya (%)
ng/lireg/10% sejt [tisztitott hEGFJ

0,1 0
1 8
10 38
100 82
1000 95
10000 98

A fenti eredményekbdl beigazolddik, hogy a tisztitott hEGF-
nek kotd kapacitdsa van a tenyésztett humdn sejtek EGF
receptordhoz.

3. kisérlet.
Sejtnovekedés-gyorsitdé aktivitas.

Az alabbiakban leirt eljdrédst kovetve igazoljuk a tisztitott
hEGF sejtnovekedés-gyorsitd aktivitdsat.

Swiss 373 egérsejteket szuszpenddlunk 10° sejt/ml
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koncentrdcidban olyan DMEM tdpkdzegben, amely 10%
bor jiembridé-szérumot 1is tartalmaz. A sejtszuszpenzidt 24
iireges tenyészt6 lemezre visszik fel, dregenként 1 ml
mennyiségben, és 37 OC homérsékleten tenyésztjik 5% CO,
atmoszférdban, amig a sejtek elérik az exponencidlis
novekedési fdzis ktztes stddiumdat. A tdpkdzeget 0,2%
bor jiembridé-szérumot 1is tartalmazd DMEM-re csereél]jik ki,
majd a tenyésztést tovdbb folytatjuk 37 OC homérsékleten, 5%
C0, atmoszférdban. Amikor csaknem minden sejt eléri a
sta ciondrius fézist, hEGF-et adunk a tenyészethez ¢és a
tenyésztést tovdbb folytatjuk 8 dréan at. [Metil-2H] timidint
(247,9 GBg/mmdl; gyartja az Amersham Inc.) adunk hozzéd
iregenként 0,5 MCi mennyiségben, 24 o6rds tenyésztés utédn
meghatdrozzuk a se jtekbe beépiilt [3H3 timidin
radiocaktivitdsdt. Az eredményeket a B. tdbldzatban mutatjuk
be.

8. TABLAZAT. A tisztitott hEGF sejtndvekedés-gyorsité
aktivitisa.

Koncentracid C3H] timidin bevitele
(ng/ml) (cpm) Hényad
0,0 2864 1,00
0,3 3671 1,28
1,0 3753 1,31
3,0 4762 1,66

Az eldbbiekben leirt eredmények igazoljak a tisztitott hEGF



sejtnovekedés-gyorsitd aktivitasdt.

4. kisérlet.
A savképzés gdtldsa a tengeri malac gyomorfal-sejtjeiben.

Az aldbb leirt eljdrdast kovetve a tisztitott hEGF gdtlo
hatdsdt igazoljuk a gyomorsav képz8désére izoldlt gyomorfal-
sejtekben, indexként l4c_aminopirin (AP) felgylilemlést

alkalmazva.

Miutdn az 1zoldlt fal-sejt szuszpenzidt E1,80x105 sejt/ml,
Hank-féle oldat, amely 0,2% BSA-t tartalmaz (gyartja a
Nissui Co., Ltd.)l 37 C hoémérsékleten 20 percen 4t 100%
oxigéndramban tartottuk, 0,1 mCi 14C-AP-t (4,37 GBg/mmol;
gyartja az Amersham Inc.), tisztitott hEGF -et és
stimuldnsként 3 mél/1 hisztamint (gydrtja a Nakarai
Chemical Co., Ltd.) vagy 1 mmél/1 dibutilil-ciklikus AMP-t
(dbc-AMP, gydrtja a Sigma Inc.) adunk hozzd, és a keveréket
tovdbb tartjuk ugyanezen a homérsékleten, 60 perc mdlva 4 ml
jéghideg Hank-féle oldatot adunk a keverékhez. Ezutdn kis
sebességl centrifugdldst végziink 4 °C hémérsékleten, hogy a
reakciot ledllitsuk. A sejteket lizdljuk 0,3 ml 2
mdl/literes natrium-hidroxid oldat hozzdaddsdval. Miutdn
semlegesitettiink 2n sdsavoldattal, meér juk a
radioaktivitdst folyadékszcintilldcidés szdmldldval.

A l4c-AP felgyiilemlését Ggy hatdrozzuk meg, hogy a kontroll
ertéeket kivonjuk a stimuldliés hatdsdra kialakult



felvételébdl, ezt tekintjik 100%-nak, és a tisztitott hEGF
aktivitasat a stimuldlds szdzalékaban fejezzik ki. Az
eredményeket a 9. tdbldzatban mutatjuk be.

9. TABLAZAT. A tisztitott hEGF gatlé aktivitdasa a

savképzodés ellen

% stimuldlds

Hisztamin, 3 mdl/1 100
" " + EGF 1 nmdl/1 105
" " + EGF 10 mmdl/1 38,1
" " + EGF 100 nmél/1 23,1
dbc-AMP, 1 mmél/1 100
" " + EGF 1 nmél/1 106
" + EGF 10 nmdl/1 82,1
" + EGF 100 nmél/1 50,8

A fenti eredményekb6l bebizonyosodott, hogy a tisztitott
hEGF-nek szintén van gyomorsavképzOdés-gdtld aktivitdsa
tengeri malac gyomorfal-sejtekben, amelyek akdr
hisztaminnal, akdr dbc-AMP-vel vannak stimuldlva.

1. példa
Fermentoros tenyésztési rendszer.

A fentebb leirt rdzott 1lombikos tenyésztéssel kapott
kiilonb6zd eredményekre tamaszkodva nagy leptékd tenyésztést
hajtunk végre, 10 literes fermentort alkalmazva.
Fermentorként 10 literes asztali fermentort alkalmazunk,
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amely az Oriental Yeast Co, Ltd. gydrtmdnya. A fermentor
szabdlyozd berendezéssel van ellatva a pH és az oldott
oxigén koncentracios szabdlyozdsdra a tdpkdzegben.
Gazdaszervezetként HBl0l-et alkalmazunk.

El6tenyésztést végzink LB tapkozegben es az eldtenyészetbdl
2%-0t haszndlunk inokulumként. Téapkozegként 6 liter M9
tdpkozeget alkalmazunk (amely 5 g/l kazamino-savat, 2 g/l
glikézt, 10 mg/l By vitamint és 100 mg/l ampicillint

tartalmaz). Az inkubdlést 1 térfogat/térfogat/perc
levegdmennyiséget alkalmazva (vagyis azonos mennyiségi
levegdt tdplalunk be percenkeént levegd-kompresszor

segitségével, mint a tenyészet térfogata, azaz ez esetben 6
liter/percet) végezziik 37 9C hémérsékleten, az oldott oxigén
koncentrdcist 4 ppm-re (amelyet a keverdlapdt-szdrnyak
forgéasi sebességének 100 és 1000 fordulat/perc kozti
vdltoztatdsdval szabdlyozunk), a pH-t 7,0-ra (amelyet &
mél/1 ndtrium-hidroxid oldat cseppenkénti hozzdaddsdval

szabdlyzunk) dllitva be, és automatikus habgdtldst
alkalmazva (ahol a habgdtldst dgy hajtjuk végre, ogy a hab-
dllapotot a fermentor fels6 részén taldlhatd érzékeld

mutatja ki, és ez avatkozik be dgy, hogy automatikusan
szilikon-tipusd habgdtlé szert adagol be cseppenként), 4,5
dra mulva IAA-t adunk be, ennek adagoldsi koncentrdciéja 20
mg/1.

Kontrollként rdzott lombikos tenyésztést is végzink azonos
osszetétell tdpkdzegben, azonos eldtenyészetet alkalmazva,
és ugyanolyan korilmények kdzott, mint ahogyan ezt a 2.
referencia példdban leirtuk. Az eredményeket az 5. dbrdban
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mutatjuk be.

Mind a fermentoros tenyészetben, mind a lombikos
tenyészetben a hEGF termelés 4 ora milva kezdddik el és
csaknem azonos mennyiségben folytatddik ezutdn 9 dran &at, 24
é6ra mdlva azonban 9 mg/l termelés figyelhetd meg a rédzott
lombikos tenyészetben, mig a fermentoros tenyészetben csak 2
mg/1l termelés Jjegyezhetd fel, amely csaknem azonos azzal a

mennyiséggel, amely 9 déra utdn figyelhetd meg.

Ennél fogva vildgosan megérthetd, hogy a hagyomdnyos egy
tételes fermentoros rendszerben nem lehetséges javitani a
hEGF termelés mennyiségét. Ennek oka véleményiink szerint az,
hogy a fermentoros tenyészetben az oldott oxigén mennyisége
és a pH 4&llandé szinten van tartva és az optimdlis
koriilmények az E.coli szaporoddsdhoz dgy vannak bedllitva,
hogy a tédpkdzegben a triptofdn fogyjon és egy meghatdrozott
koncentrdcid ald csokkenjék; amikor a trp promotor mikddni
kezd, a tdpanyag-forrdsok (szénforrdsok, nitrogén-forrdsok,

N

stb. a tdpkdzegben kimeriiltek.

Ezért kisérleteziink a rdtdpldldsos rendszerrel, amint az
aldbbiakban 1leirjuk; ebben a tenyésztés sordn a friss
tdpkozeget folyamatosan kiegészitjik.

2. példa
Rdtdpldldsos rendszer - 1. rész

Az 1. példandl 1leirt kdriilmények kozott egy kiegészitd
tdpkdzeget (M9 tdapkozeg, amely 20 g/l kazamino-savat, 200



g/l gliikézt, 10 mg/l B, vitamint, 100 mg/l ampicillint és 20
mg/1l IAA-t is tartalmaz) adagolunk 30 ml/déra szebességgel 24
oran &t «csBszivattydval, attél az iddponttdl szamitva,
amikor az IAA-t adagol juk. Kontrollként rdzdlombikos
tenyésztést is végzink. Az eredményeket a 6. dbrdban
mutatjuk be.

A fermentoros tenyészetben a hEGF termelés 6 dra milva
novekedni kezd, 9 d6ra utan 25 mg/l értéket mutat, 24 dra
utdn 55 mg/l értéket mutat; ez mintegy 25-sz8rdse annak az
értéknek, amelyet az 1. példa fermentor-rendszerében
kaptunk.’

A maximum azonban még mindig csak mintegy 55 mg/l és a
se jtszaporoddasi érteék mintegy 6 az O0Dgg5p-neél, amely
eredmények még nem érik el a nagy sdriségl tenyészetben vart
eredményeket. Igy tovdbbi tanulményokat végzink.

Ismeretes, hogy a tdpkdzeghez eldzetesen triptofdnt adva a
sejtmennyiség novekszik. Ennél fogva triptofdnt adunk az
alap-tdpkdzeghez, hogy agy gdtol juk a trp promotor
mikddését, hogy ugyanakkor megkisérel juk elérni a
sejtmennyiség ndvekedését. Ebben az esetben felismerhetsd,
hogy amikor a triptofdn marad a tdpkodzegben, ez gatolja a
irp promotor mikodését, ha IAA-t adunk hozzd. Ezért
kivdnatos, hogy _a triptofdn addigra elbomoljék, amikor az
IAA-t adagoljuk.

Médsreészt a glicerin nem okoz katabolit-repressziét,
ellentétben a glikodzzal. Azt 1is tudjuk, hogy amikor a



katabolit-represszié eltiinik, triptofandz (triptofan-bontd
enzim) termelddik, hogy elbontsa a triptofdnt az E.coliban.

Az el6z6ekben 1leirtak alapjan megkiséreljik a glicerin
alkalmazdsat glikdz helyett a kiegészitd tdpkozegben. Amikor
igy tesziink, azt vdrjuk, hogy amikor a glikdz az alap-
tapkdzegbdl kimeril, a katabolit-represszig elvész,
triptofandz termelddik, a triptofdnt felhaszndlja és igy a
trp promotor mikddni kezd.

Ezen kivil a kiegészitd tdpkozeg adagoldsi sebességét is
vdltoztatjuk az ©E.coli szaporoddsdnak flggvényében, hogy
megtaldljuk a legjobb taldlmdnyunk szerinti eljdrdst.

3. példa

Rdtdpldldsos rendszer - 2. rész

A  tapkdzeg-kompozicid és a tenyésztési koridlmények azonosak
azzal, mint amelyeket az 1. példdban 1leirtunk, azzal a
kilonbséggel, hogy az alap-tdpkdzeghez triptofdnt adunk 30
mg/l mennyiségig. A kiegészitdé tdpkozeget (M9 tiapkézeg,
amely 5 g/l kazamino-savat, 200 g/1 glikdézt, 10 mg/l B,
vitamint, 100 mg/l ampicillint és 5 mg/l IAA-t is tartalmaz)
a tdpkdzeghez 3 drdval keésGbb kezdek el hozzdadni, mig az
IAA-1t négy ©6rdval késfbb adjuk be. Az TIAA-t S5 mg/l
koncentrdcidban adjuk be, mivel a folosleges mennyiségl IAA
gdtolhatja az E.coli szaporoddsdt és a hEGF termelést.

A tdpkozeg adagoldsahoz PI csodszivattydt (gydrtja a
Pharmacia Fine Chemicals Inc.) és személyi szdmitdgépet (PC



9801 VX4l; a Nippon electric Co., Ltd. gydrtmanya)
alkalmazunk. Az adagolds sebességét Ugy programozzuk, hogy
az adagolds teljes iddtartama alatt 49 vdltozas torténjék.
Az E.coli szaporoddsdt és a hEGF termelés mennyiségét a 7.
abréban mutatjuk be.

Mintegy 5 drdval azutdn, hogy az E.coli szaporoddsi
sebessége csokken, megindul a hEGF termelés, és 24 o6ra mdlva
eléri a 70 mg/l-t. A sejtszaporodds szintén ndvekszik, 9-re

00550 értékben.

Az el6z6 eredményekbdl megdllapithatd, hogy a hEGF termelés
ugy ndvekszik, ahogyan a sejtmennyiség novekszik.

{gy abbdl a célbdl, hogy nagyobb siir(iségl tenyészetet érjink
el, a tdpkdozeg dOsszetételét és az adagolds 1idbzitését
részletesen tanulmdnyozzuk. Pontosabban az E.coli
gazdaszervezet szaporoddsdhoz sziikséges aminosavakat adunk a
tdpkozeghez, és a kiegészitd tdpkdzegben a szénforrdst
gliikézrdl glicerinre cseréljuk.

Amint fentebb leirtuk, glikéz jelenlétében a triptofan fogy,
ahogyan az E.coli szaporodik, de nem triptofandz révén
bomlik el. Ezért megkiséreljik, hogy gliikézt és triptofédnt
adunk a kezdeti kiegészitd tdpkdzeghez, hogy megfelelgen
szaporitsuk az E.colit, ugyanakkor megakaddlyozzuk, hogy a
trp promotor mikod jék. Ezutan IAA-t adunk hozzd és
ugyanekkor a kiegészitd tdpkdzeget olyanra cseréljik ki,
amely glicerint tartalmaz; ilyen mddon a triptofan elbomlik,
hogy megerdsitse az IAA mdkddését és igy a hEGF termelésének



. e .o X} [X]
.o . s » L2 -
e o . L4 e oeos
. -

o o « o .
e 4¢ oo veecs s

mennyisége ndvekedjék.

4. peélda
Rétdpldsos rendszer - 3. rész.

Tenyésztést végzink az aldbbiak szerint, a fentebbiekhez

hasonld rdtdpldsos rendszerben.

(1) Tapkdzeg o6sszetétel.

1.

Alap-tédpkozeg

M9 tépkﬁzeget‘az aldbbiakkal egészitink ki:

2,5 g/1 kazamino-sav, 10 g/l glikdéz, 50 mg/l
triptofdn, 0,5 g/1 prolin, 1,0 g/1 leucin, 10 mg/l By
vitamin, 100 mg/l ampicillin és nyom-fémsdk.

1. kiegészitd tapkozeg.

M9 tdpkozeget az aldbbiakkal egészitiink ki:

40 g/1 kazamino-sav, 300 g/l1 glikéz, 50 mg/l
triptofan, 5 g/1 prolin, 5 g/l leucin, 10 mg/l B}
vitamin, 100 mg/l ampicillin és nyom-fémsdk

2. kiegészitd tapkozeg.
4,0 g/1 kazamino-sav, 300 g/l glicerin, 5 g/l prolin,
5 g/1 leucin, 10 mg/1 By vitamin, 100 mg/1 ampicillin

€s nyom-fémsdk.

(2) Tenyésztési korilmények.

A plazmid, 1illetve gazdaszervezet a pBT23, 1illetve
HB1O01.

A

tenyésztési térfogat (alaptdpkdzeg + 1. kiegészitd
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tdpkdzeg + 2. kiegészitd tapkozeg) 5 liter + 0,5 liter +
1,0 liter.

A tenyésztési homérséklet 37 OC, és a pH érték 7,0.

A levegGztetés mennyisége 1,5 térfogat/térfogat tédpkiozeg
(vagyis 7,5 liter/perc). :

A kevertetés fordulatszama 900 fordulat/perc.

Automatizdlt habgdtlds (szilikon-tipusd habgdtldészer
cseppenkénti adagoldsdval).

A  tdpktzeg adagoldsdnak idbozitése: 1. kiegészitd tapkdzeget
adunk 0,5 és 6 dra kozott (ahol az adagolds sebessége
vdltozd) a tenyészet beinduldsdtol szamitva, ¢és 2.
kiegészitd tdpkdzeget adunk 6 és 24 dra koézott (ahol az
adagolaés sebessége dllandg, 50 ml/éra) a tenyészet
beinduldsdtdl szamitva.

Az IAA-t a beinduldstdl szamitott 6. drdban adjuk be, ennek
koncentrdcidja 5 mg/1l.

Az eldtenyészt6 tdpkOzeg azonos az alaptdpkodzeggel.

Az inokulum mennyisége 10%.

Az 1. kiegészitd tdpkozeg betdpldldsdnak sebességét udgy
programozzuk, hogy 20 vdltozds torténjék az adagolds teljes
menete sordn. Az E.coli szaporoddsdt és a hEGF termelés

mennyiségét a 8. dabrdban mutatjuk be.

Az O0Dgg5g érték 24 dra utédn 42 értéket mutat, jelezve, hogy
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nagyobb tenyésztési sirdséget ériink el. A hEGF 160 mg/1l
mennyiségben termelddik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

Genetikai manipuldcids technikai eljards hEGF
el6dllitdsdra egy hEGF-et kddold génnek valamely vektorba
iktatdsdval, E.coli gazdaszervezetnek transzformdldsdval
ezen vektorral, az igy kapott transzformdns
tenyésztésével ¢és a kapott hEGF-nek a tenyészkdzegbGl
vald kinyerésével és Osszegyljtésével azzal jellemezve,
hogy egy triptofdn (trp) operonhoz szolgdld promotort
kédold gént és E.coli alkdlikus foszfatdz génhez szolgdld
szigndl peptidet kdédold gént integrdlunk egy hEGF génbe a
"folfeleé" levd teridletben, és folyamatosan két
termindciés kodont ¢és egy transzkripcids termindtort
integrdlunk a "lefelé" 1évé teriiletben.

Az 1. igénypont szerinti eljdrds hEGF el6dllitdsdra azzal
jellemezve, hogy a tenyésztés sordn 3-indol-akrilsavat
(IAA) adunk a tenyészethez, ilyen mddon szabdlyozva az
idétartamot ¢és az E.coli gazdaszervezet dltal termelt
hEGF mennyiségét.

A 2. igénypont szerinti el jdrdas hEGF elddllitdsdra azzal
jellemezve, hogy tenyészetként nagy s(riségd tenyészetet
alkalmazunk, hatékonyan alkalmazva a rdtdpldlasos

rendszert, amelyben az adagolds sebességét szabdlyozzuk.

A 3. igénypont szerinti eljdrds hEGF elddllitdsdra azzal
jellemezve, hogy a ratdpldldsos rendszerben olyan
kiegészitd tdpkozeget adagolunk, amelyben szénforrdsként
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glikozt vagy glicerint, vagy glikdz és glicerin
kombindcidjat alkalmazzuk.

5. A 3. igénypont szerinti eljdrds hEGF elddllitdsdra azzal
jellemezve, hogy a rdtdpldldsos rendszerben 'olyan
kiegészit6 tdpkozeget adagolunk, amelyben szénforrdsként
elébb glikdzt, majd glicerint alkalmazunk.

1/7eghatalmazott:
ilo-
'DANUBIA

Szabadaimi és \é’édicqy

IR sldet g Llewsl el



LA d 0.

% (1] o
* . o . .

. oo

...-/?0

{ , 9/1
\ﬁgfzfjﬁﬁm'. 52552:"

3577/89

[ trp Promotor

Hindli

.AGCTT"CGCA ATATTCTGAAATGAGCTGTTGAC/tATTAATCATCGAACTAGTTAACTAG
LA HACCGTTTATAAGACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGCTTGATCAATTIGATC

SD szekvenciall E. coli alkdlikus foszfataz

TACGCAAGTTkACGTAAAAAGGGTATCGACAATGAAACAAAGCACTATTGCACTGPCACﬁ
ATGCGTTCAAGLGCATT"ﬁLCCCA1AGCTGTTACTTTGTTTCGTGATAACGTGLCCGTGA

szignal peptid gén

E
CTTACCGT1ACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGCCqqj,

GAATGGEAATGACAAATGGGGACACTGTTTTCGC1TAk

--------

1. ABRA
A trp promotor, az DS szekvencia és az E. coli
alkalikus foszfatdz szignal peptid gén szekvenciaja
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KOZZETETELI
PELDANY

!AATTCCGACTCTG%ATGTCCGCTGTCTCkTGATGGTTACTGTCTGbACGATGGTGTTTGT
L-"_"gGCTGAGACTTACAGGFGACAGAGTACTACCAAFGACAGACGTGCIACCAFAAACA

: ™ hEGF gén
AThTAcATCGAAGCACTGGETAAATAcﬁgﬁ?dGAATTGTGTAerrchTACAchcrcAA

' : ' Socl _
CGlETGCCAATACCGTGATCGAAATGGTCCGAACTCRGCTGATAELIGET
GCAACGGTTATRGCACTAGACTTTACCAICCCTTGACGCGACTATE

b accaanw -

2. ABRA

A hEGF gén szekvenciaja
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AGCTTTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAG
AACCGTTTATAAGACTTTACTCGACAACTGTTAATTAGTAGCTTGATCAATTGATC

E. coli alkalikus foszfatéaz
SD szekvenc;;”—_
TACGCAAGTTCACGTAAAAAGGGTATCGACAATGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACT
ATGCGTTCAAGTGCATTTTTCCCATAGCTGTTACTTTGTTTCCTCATAACGTGACCGTGA

ignal tid gé
szignal peptid gén —15

CTTACCGTTACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGCCGAATTCCGACTCTGAATGTCCGCTGTC
GAATGGCAATGACAAATGGGGACACTGTTTTCGCTTAAGGCTGAGACTTACAGGCCGACAG

hEGF gén @ ——

TCATGATGGTTACTGTCTGCACGATGGTGTTTGTATGTACATCGAAGCACTGCGATAAALTA
AGTACTACCAATGACAGACGTGCTACCACAAACATACATGTAGCTTCGTGACCTATTTAT

.
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GTGGGAACTGCGCTGATAGAGCTCAGCCCGCCTAATGAGCGGECTTT
ACCCTITCACGCGACTATCTCCAGTCGGGCEGATTACTOGCOCIG A2 A A

4, ABRA
A pBT23 kivalasztd kifejez8 plazmid HindIII-BamHI

fragmentumainak szekvencidgja
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A hEGF mennyisége (mg/l) a tapkdzegben
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A tenyésztés ideje

5, ABRA

Fermentoros genyésztés (egylépéses elajassal)
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Fermentoros tenyésztés (rétéplalésos rendszer
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Fermentoros tenyésztés (radtaplildsos rendszer
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A hEGF mennyisége (mg/l) a tapkozegben
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