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A taldimany targya eljaras heterolog fehérjeszeri anyagok elballitdsara névényi anyagban oly médon, hogy moha

protonéma szdvetet alkalmazunk ndvényi anyagként, és a termelt fehérjeszerl anyagokat a termeld szévetek vagy sejtek
szétztzasa nélkul nyerjik ki a tenyészts tapkdzegbdl.
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Elidras fehérjeszerdl anyagok olfalitéséra



A tataimany fehdrjescerl anyagok névdny anyagokban vald slialitdsdnak
targykOrébe tartozik. Kézelebbrdl, a taldimany targya (] alidrds kivant fehérjeszerd
anyagok elbalitasara mohakban.

A biotechnoldgial efidrasok termelést calokrs vald felhasandldsa fontos Ishe-
tségel nydit az emberiségnek olyan anyagok termelésére, amalvek mas utakon
{peldaul kémial szintézissel) nem termelhetdk gazdassgosan vagy egyalialan nem
termethetlk, & amslysk nyersanyagként slégtelen mennyiségben alinak rendealke-
zésre a természetben. Bar 1bb mint 10000 ndvényi eradi szekunder metabolit is-
merates, eren vegylletek kézid csak néhanyat termelnel ipan éptékben ndvémd
sejtenyessetek segitségével Ezsk az anyagok sSmmel gydgvaszatiiag aktiv sze-
kunder metabolitok. ide {artoznak példaul & kSvetkezdk: a) berbarin, an
bakleriosziatikus és fungicid hatdanyag (lermeiés 40000 literes iépiskben) [Fujita Y.
&z Tabata Mo a Plant Sissue and cell culture, plant science” cimi  sorozatban;
szarkesstdk: Grean O, B &5 munkatdrsal, Kiadd: & R, Liss Inc., New Yook {1887),
3. kdtel, 169 oldall b} shikonin, ami antibiotikus és gyuliadasellenss hatdssal bir
{750 literes lépték) {Tabata M. és Fujita Y., a ,Biotechnology in plant science® cimd
szakkdnyvbern; szerkeszidk Day P és munkatdrsal, kisdd: Academic Press, Orlan-
do (1988), 207-218. oldall, és ¢} paclitaxal, ami laxol nédven s ismert és
tumcralignes hatasa van (7500 lileres lopték) [lazini M. o¢ munkatdrsal Taxus fajta
sgil-, szdvet- &3 srendenyiszelel, mint @ taxoid lermelés allernativ forrdsal szake

rodalmi felmérés [Taxus sp. oall, tissue and organ culturas as allernative source

£

for taxoids production: a lterature survey], Plant Celf Tiss. Org. Cult. 48, 5875
{1998}

Egy tovabbi fontos bictechnoldgial elidds, amelyben ndvényi ssiftenyészate-

ket hasznainak fel, a dightosin bloldglal transzformaldsa digoxinng, egy szivie és
keringésra hatd gydgyszerré. Bzl o setersospeciiikus hidroxilezd reakeist sikeresen
g3 nagy hozammal heflisk végrs Digitalis lanata bioreakior tenvészeteiben
{Reinhard E. és Kreis W Novényi sejiek tenyésrtése biorsaktorban {(Kulthverung
von planzlichen Zellen im Bioreaktor}, Bio. Engin. 8, 135-138 {1989)] nagy kiterma-
iessel. A ndvényt sejttenyészatek bictechnoldgial alkalimazasérd! naprakész és ki-

terjedt dltekiniest ad 8 kovetkezd szakoikk: Mihibach H. - P Novényi seittenyésze-
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ek alkkalmazasa a biotecnoldgidban {Use of plant cell cultures in biotechnology),
Biotechnol Annu. Rev. 4, 113-176 {1888}

A magasabbrendl ndvények genetial transzformacididra szolgald eljgrasok
kifellosziése révén a nyclovanas dvek elgién lehetdvé vall a ndvények termeiskany-
segenek jelentds ndvelése egyes  szekunder beltarialmi anyagolya nézve a
szabanfargd melabolikus utak faflagos hulcsenzimiel génjeinek transzformalasaval.
Nemosak transzgenikus ép ndvényeket, hanem nivényi seiftenvésselaket s hasz-
nosiiottak. Példaként emiifiik 2 bakisridls Hzin dJdekarboxiidz Whexpresszalasat
Nicoftana {abacum transzgenikus gydkérsedrzet tenyészeteiben, ami a kadaverin
& anabazin biogén aminok termelésének akdr 14-szeres ndvekedésghez vezst
Berlin J. g8 munkat@rsal Novény szekundsy metabolizmus genetikal madositasa: a
lermelesi szinlek valtozdsa amihosay dekarboxiiazek fGhexpressealasaval (Genetic
modification of plant secondary mstabolism: Allsmation of product levels by
oversoipression of amine acid decarboxylases), az Advances in Plant Biology,
Studies in Plant Science ¢imd sorozatban; szerkasaték Ryu DL DL Y. 8s Furasaki
S., kiadd: Elsevier, Amsterdam (1884} 4. kolet, 57-81. oldall.

A DNS dlvitelének lehetisége ndvényekben nemosak a ndvényi beltartalmi
anyagok mennyiségl és mindségl megvaltoztalasara nyitolt lehetlséget, hanem a
nlvények &s nivényl sejt tenyészetek is érdekessé vaitak heteroldg fehérjék eldal-
litasara [Moffat A 8.0 A magas technoldgidlt ndvények O termékek bombatermé-
s&f igerik (High-Tech planis promise a bumper crop of new products), Science 258,
T70-771 {1882}, amire slvben két kilonbézd megkdzsiités valaszthald.

Ax egyik meghkdzelitds szednt transzgenitkus telies ndvényekben allftanak &b
heteroldy fehdrjdkel. A tanszgenikus dohdny névényekben vald  antitest termelé-
sen Rivid {Ma 1 K.~ G és munkaldrsal: Kivalasziolt antitestek kialakitssa és 8sz-
szealiitasa ndvényekben {Generalion and asssembly of secretory antibodie
plards), Science 288, 718-718 {1088)] humadn szdrum albumin expresszididt és he-
yes feldolgozdsat is lelrtak mind transzgenikus dohédny ndvényekben, mind tfransz-
genikus burgonya ndvényekben {Sfmons P. C. és munkatérsal Helvasen feldolgo-
zoft human szérum albumin elddlitdsa franszgenikus nﬁvény@kb&n {Production of
correctly processed humarn serwm albumin in transgenic plants), BioiTech. 8, 217-

221 {1880} Transzgenikus dohdny ndvényekben human ep§dermé§'§$ niwvekedest
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faktort (hEGF) is expresszéliak [Salmanian A - H. és munkatirsall A humén
epidermalis nivekedési fakior génjének szintézise és sxpresszidja transzgenikus
burgonya ndvényakben (Synthesis and sxpression of the gene for human epidermal
growth factor in transgenic polato plants), Biotechnol Lett 18, 1085-1088 (1888)1
Mas ndvények szintén alkalmazhaidk. Sikeresen aliitoiak el Leu-enkefaling
Arabidopsis thallana és Brassica napus alkaimerzasdval [Krebbers E. és
Vandekerckhovs 1. Peplidek elbaliitdsa nivény magokban {Production of peptides
n plant seeds), Tictech 8, 1-3 {1990)]. Ezen kvl transzgenikus Vigna unguiculata
nivenyeke! alkalmaztak  vakcinaként  szolgdld  kiméra  virus  részecskék
expresszidjara [Dalsgaard K &s munkatdrsat Novényl eredetl vakoina védi & cél-
aliatokat virusbetegseéy ellen {Plant-derived vacding protects target animals against
a viral disease), Nat. Biolech. 15, 248-252 (1887

A telles nivenyek (példdul a fent lsmerisletiek) akalmazdsénak alapvatd
hatranya az, hogy a nivényeket termeszleni kell, amt iddirable és kallséges, &5 az
ipar leptekd termelés nagy termeszitdieriletet igényel Ezen kivid 8 kivant célanya-
gok telfes nbvenyekbd! vald elkiildnitéze altaldban komplex feldolgozési épéseket
igenyed, kilOndsen akkor, amkor a termékeknek egységesség &s mindség srem-
pentiabdl egyardnt  magaes kiveltelményeket kell kislégitenilk {ex elsdsorban
gyogyaszali vagy dleimezési célra felhasznalandd anvagoknal fordul e18).

A masadik megkdzelités srerint  transzgenikus dohany sejttenyésreteket
hasznalnak fel antlestek lormealésére. Leintak példaul antilestak expresszalasat és
Kivdlasztasal a taphdzegbe Magnuson N. 8. és munkatéreaiz Kivalasziolt emids
fehere fokozoll Kinyerése genetikailag modosiiolt dohanysejiek szuszpensits te-
nyészetebd! {(Enhanced recovery of a secreted mammalian protein from suspension
cuttire of genetically modified tobacco celis), Prot Expr. Pur. 7, 220-228 {1986)1
Mivel a heteroldg fehengk Kinyerése sejtekbd! bonyolult mivelet, 8nyeges javulas
gredményez az, hogy & célfehére a tapkdzegbe valasztddik ki Biztonsag szem-
pontok is szdinak a rekombindns, gydgyaszatiiag fontos fehérigk ssiffenyészetek-
ben vald fermelése mellett, ugyanis a transzgenkus ndvény! sejtek kizérdlag
biorgaktorban képesek ndvskedni, és nem szikséges arokat srabadda tenni A
szikséges tomeglenyeszids g heterolrd! ndvényl sejtek nagyobb jéptéky tenyészié-

sére alkalmas bioreaktorok kifejlesstbsével vall lchetdvé {lasd péidaul Shuler M. L.
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és munkatarsai: A bioreakior tarverés mint megvaldsitast biztositd technoldgia bio-
lbglal sokféleséy feltdrasdra: a taxol esete {Bioreactor engineering as an enabling
technology o tap blodiversity: The case of faxal), &nn. N Y. Acad. Scll 745, 455-
481 {1884)].

Ernek 2 masodik, ndvényl szuszpenzids fenyészete! alkalmazd megkozeli-
iesnek alapvetd halrénya a kis ndvekadsasi sehesssyg, a szekundar metabolitok vi-
szonylay lassd kiglakuldsa, a termékképzidés gatldsa nagy seitsiriségeknsl, ami
kis térfogati termeldhenységhez vezat, az aggregétumok és seitfal-komponensek
Kialakuddsa, &5 a seilek megndvell &rzdkenysége a nylrcerékre. Azl is szamitasha
kell venni, hogy helerotrd! sejttenyészetek akalmazasakor mindig sok és eseten-
ként draga komponensbd! alid komplex tapkdzeget kell hasznaini. A megemlitendd
fegsdlvosabb hitrany azonban az, hogy a ndvényl in vitro ssftenyészetekben
szomakionalis varidoldk alakuinak K, ami mennyisegl és mindségi valtnzasokat
ez eld a heleraldg fehérjek termelesében [ ldsd példaul Jonss M. G. K. és Lindsey
K.: Plant biotechnology, a Molecular biology and biotechnology oimil szakkdnyvbean,
szerkeszidkc Walker J. M. és Gingold E. W, kiadd Royal Boc. of Cham., Burlington
House, London (1888}, 2. kisdas]. A kialakull termék ds miksdés! jellemzék hete
rogenitasa kidndsen akkor sifogadhatatian, ha exeket gydgyszarekként vagy olyan

mas rendelistésh anyagokként kivén}ak haszriédlind, amelyekes csak megfeleld mind-

ségbiztositds és standardizalt termelés! elidras eseién adhald forgalombahozatal
engedely.

A taldimany odlia tehat az, hogy olyan elfjdrast biztositson hetercldg, fehére-
szerd anyagok standardizalt eléalitdsdra ndudnyl anyagokban, ameliye! nemesak a
taljes ndvények alkalmazasanak eldzbekben leirt hatrdnyal, hanem a seiftenyészet -
-rendsrerek alkalmazasanak hatranyal is nyegében kiklszdbdihetdk,

Bzt a celt 8 Wldimany szerint  heteroldg fehéreszer ndvényl anyagokban
vald anyagok elbélitasdra szolgald olyan (f elidrdssal &tk e, amely szerint lelie-
sen diferencidit moha ndvényeket ndvessiink standard kOrdlmények k&zoH, és a
termell fehérjeszerl anyagokat §emye,ga-,ben a lermeld szdvetek vagy sejlek sadisg-
zasa ndlkdl nyerilik K a tenydsztd apkdzeghsl.

A fehérjesserd anyag” kifejerds, ahogyan it hasendliuk, magaban foglalja a

peptideket, polipeptideketl és fehérékel, valamint mindezek fragmentumait is, ams-
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tyek elsdsorban diagnosziikal, klintkal, gyogyaszsti és  tapialkozasi oélokra hasz-
nalhatdk. Ez a kifejezés magaban foglalja tovabbs azokat a molekuldkat, amelyek
peptid kitésekkel rendetkeznek, és amelyek ndvényi anyagokbél transziatdthatok,

A talabmany egyk elbnyds Kivitel mddjaban a kivant heterolog fehéreszeri
anyag bioldgiatiag akly formajdban kép ki a tenyésztd tapkdzegbe.

A bicldgiatlag aklly” kifelezésen a jslen leirdshan azt &jik, hogy az adolt
celtermék rendelkesik a kivant bioldgial o8 slérésgher megkivant vagy szikséges
mikédast wlajdonsagokkal Ha példaul ama van sziksédg, hogy antitesieket &llit
sunk eid, a termell fehérje vagy mikdddképes fragmentuma akkor bioldgiatlag ak-
tiv, ha képes a vart specifitassal kétddni ar antigénhez. Azok szamdra, akik a szak-
teriletan jdratosak, nyilvdnvald, hogy a telies fehérie nem mindig szkséges az
adolt célra, hanem K lehetl kutalnl azokat az epiidpokat vagy kis molekulatomeg
szerkezetekel, amelyek biztositjak a kivént bioldgial akiivitast vagy mikadsképes-
séget. lgy példdul egy enzim akkor akiiv biolbglalag, amikor képes dlalakitani ¢l
Srubsziratumat.

Egy taldimany szerinti fovabbi eldnyds kivitell modban a nbvényi anyagot teb
jes moha ndvények formajdban tenydsziiik tenydszid tapkdzeghen, amely lénys-
gében mantes cukrokidl, vitaminokid! fs flohormonokidl it a cukrokon, vitamino-
kon gs fitohormonokon ezek mitkdddképes fragmentumait is &mjik.

A talaimany szerintl efidrds lehetdséget ad a tefjesen differencidlt névények
fotoawtotrd! kortimenyek kxSt standardizéthatd tenyésziésére, vagyls andlkiy,
hogy shhex cukrok, vitaminok és fitchormonok €s hasonidk horzéadéasara lenne
szlksey, amint ezt igénylik a technika dlasa szerintl heterotrdf szuszpenzids sejt-
tenyészi rendszerek. Mivel olosd és egyszerl tenyésstd taphdzeget alkalmazunk,
& Kivant célanyagok kinyerésének és tsatitdsanak iépésel jelentdsan kénnyebbek
fesznek.

Az alkalmazandt nbvdnyl anyag a taldimany szerinli eligrashan elénydsen a
lombos mohak &8 mapmohak kozll kivalasztoll teljes mohandvény, amelvek kézii
xidndsen elénydsen a Physcomitrella, Funaria, Sphagnum és Ceratodon nemzst-
ségekbe, tovabbd a Marchantia és Sphaerccarpos nemzetségekbe tartozd fajok. &
talgimany szerintt elidrast legeldnydsebben a lombos mohdk kdrd tariosd

Physcomitrella patens  atkalmazédséval haffjuk végre.



Egy tovabbi eldnyds kivitell modban a transsformalashor alkkalmazoll nukle-
insav konstrukold nem csupan a Kivant fehérieszer( anvagot kédolja, hanem egy
tranzit peptide! is kodo!l ar anyagnak 2 gazdaseiibdl & tenydszid apkizeghe vald
kivalaszidsahor. Barmely autoldg és heleroldg nuklainzav szekyencia, amsly szak-
embersk szdméra hmert, alkalmazhatd a taldlmany szannt, és akalmazhatd egy
expresszids kazella kialakitdsara a termeld szdvet transzformaidsahoz. Endoplaz-
matikus retikulumboz vagy celluldds franszporthor kildnasen sifnyds a szignal
paptidek atkalmazdsa.

A jelen aldimanvhoz vezetd munkank azi igazoita, hogy seittenyészetekben
a szomakionalis valtozatok képzédésdvel kaposclatos fentebb lelit probléma nem
iStezik & muohdk foloautotrdf folyékony tenyészeleiben. A taldimany szerint alkaima-
zolt mohak tovabbi eldnye mas rendszerekka! szemben a2z, hogy egymast vildges
sarrendban kdveld pontosan meghstarozot differencialddas] épéssel vannak
{Kloronema, kaulonsma, gy, gametofdrdk), amelyek ndvényl hormonok hozzé-
adasaval befolyasothaldk {(az indol-3-eosisav induké?}a a kaulonéma fejiddest, az
zopentibadenin indukalia a rigyek fejiddeséty [lasd példaul Ashiton N W. &s mun-

safareai A gametofila feilddés elemzése Physcomitrelis patens mohaban auxin- és

citokiniy rezisziens mutdnsckal akalmazva (Analysis of gametophytic development

iy the moss, Physcomitrella patens, using auxin and cylokinin resistant mutants),
Flanta 144, 427-435 (1879}]. Lehetségusss valik tehdt hateroldg fehéddek irdnyitolt,

differencialddas-specifikus expresszidja biorsakiortenyészetekben, mimellslt egy
szinkronban osziads, tiszia és igy homogdn Koronéma-tenydszet a bioreakiorban
feliépd szabalyorhatd, egységes fehérje termealése s hormonfiggd vagy differen-
cialddgs-speciftkus promotecekher vald fethaszndhatdsdgs alapign kiléndsen elb-
nydsen haszndihatd a taldimany seerinti cdlokra.

Az dyen oxpresszids rendssersk mellelt indukdihatd promdter rendszer is
alkalmazhatd s alaimany szerint, ktldndsen olyan fehéhék eléaitasahoz, ame-
iyeknek rivid félélettartama van, vagy amelyek cliotoxikusal; kiltndsen aldnydsen
hasznathato ar akkalmazolt Agrobacterium twumefaciens eredetd V-promdter.

A mohak taldimény szerintl tenyészigse heteroldg fehérjék termelésére gaz-
dasagl  szempontckal  figyelembevéve  hatdkonyan  Kiviislezheld példaul

Physcomitrella atkalmazdsdval 20 mi és 8 [ ko286 vagy amndl nagyobb {akar 10 Her

B



vagy azt is meghalads} nagysagrendd térfogatban, rizolt tenyészetekben vagy le-
veghzietatt lveglaridlyokban [lasd példaul Reski R A cilokin-indukathald szdvet
diferencidlédas és oroplaszt osatddas seil- es molekularbinidgial kutatdsal
Physcomtlrella patensben {(Hedw) B. S. G (el und muolekularbiologische
Untersuchungen  der  Oylokinin-induziertbaren Gewsbedifferenzieung und
Chioroplasisnteilung bei Physomitrella patens {(Hedw.} B. 8. .}, Doklori disszerta-
cid, Hamburgt Egyetem (18801 Mivel it differenciall, fotoautotrd! ndhvények tenyé-
szetérdl van sz, a tapkdzeget sem ndvényl hormonokkal, sem vitaminokkal, sem
cukrokkal nem kell kisgésziteri. Osszehasontitva azokkal a komplex tapkdzegekkel,
amealyek peldaul slial seilenyéssetekhez szitksegessk, a kiltsegek minlegy szax
déra csikkennek. Azt tapassialiuk, hogy a binddgiatlag aktiv helgroldg fehéns kiter-
melése a tenyészid tapkdzagben mintegy 35-szdrdsére ndvekedhel PV jeleniél
ében, gxért a PVP alkalmarzasa a tenyészit tdpkizeghen eldnyds a taldimany sze-
rinti eljdrashan,

A taldlmany szerint felhasznathald lombos mohak, {mint példaul Leptobryum
pyriforme s Sphagnum magsiianicum) bloreaktorokban vald lenyészissére részle-
tes informacidkat imak e a techniks slldsdban {lasd példaul Wilbert E.. Bistechno-
iogial tanuimanyok mehak dmeglenyészigsével kaposolatban, kildngs figyelemmeld
az arachidonsav mechanizmusra (Biotechnologische Studien Lur Massenkuliyy von
Maosen unter besonderer Berlicksichtigung des Arachidonsgurestoffwechsels),
Doktart disszertacid, Mainzl Egvelem {1891); Rudolph H. és Rasmussen S0 Tanul
manyok a bioreakiorokban lenyésstelt Sphagnum szekunder m etabaiazmusawi
(Studiss on secondary metabolism of Sphagnum cultivated in bscreaa’mra}, Crypl.
Bot. 3, ©7-73 {1982} A jelen iallmany célaira kildndsen eldnyds a
Physcomitrefla alkalmazdsa, kiléndsen azérl, mivel g szokasos molekularis biclo-
glai technikdk mindegyike erre az organizmusra van alapozva [ennek attekintésére
lasd Reski R Mohak fejiddése, genetikal és molekulars bicldgidla {(Development,
genetlics and molecular biclogy of mosses), Bol Acta 111, 115 {18881

Meagleleld transzformacios rendszert fejleszistisk ki Physcomitrella biotech-
noldgiai felhassnalashoz heterolog fehérigk termelésére. lgy példaul sikeves transz-
formalast hajoltak végre kdzvetlen DINS avitella! profonéma szdvetbe a részecske

puskatl alkalmazva. Sikeres vwolt a PEG-kazvelitett DNE atvitel {franszfer) is moha
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profoplaszickba. Ext a transeformalast eljdrast 18bbszdr s leidk Physcomitreliahoz,
¢s azzel Atmenst és stabll ranszformansok egyardnt kialakithaidk [ldsd példad
Reuttey K. &3 Reski R Heterolég fehdde termalése feliesen differencidlt moha nd-
venyek bioreaktor enyészetelben; Sedveltenydazet (Froduction of a heterologous
protein in bioreactor ocultures of fully differentiated moss plants; Tissue culiure),
Biotech. &, 143-147 {1888}1

Bar a taldlmany alapvetlen bammaly fehédesrerl anvayg termeiésére alkal
mas, ax alabbiakban gyogyassatilag fontos fehére termeidséher mutstiuk be et 2
human vaszhuldrs endotelidlis ndvekedési faktora (VEGF) utalva,

AVEGF-at glidszdr Ferrgra N és Henzsl WL J. izolditak Hipofizis tisz sajtek
{§ heparirn-kdtd nodvekedési fakiont valaszianak ki amely fajllagos 8 vaszkulads
endotehialis sejtekre (Pituitary follioutar calls secrete a novel heparin-binding growth
factor specific for vascular endothelial cells), Bicchem. Biophys. Res. Commun,
161, 851-858 (1988)] és azt normalis fizioldgids kériimeények k28 a szabélyozott
anglogenezishez és endotelidlis sejtosziddashor sxlikséges szabdlyozd faktorként
irtak le [Ferrara N. &5 munkatarsal Polipeptidek vasskulars endotelialis novekeds-
si faktor csaladia (The vascular endothelial growth factor family of polypeptidas), 4.

| Blocham. 47, 311-218 (1881} A szerzbk axt is kimutatiak, hogy €z a ndveks-

dési faklor nagyon specifikusan hat a vasziuldrs endotelialis sejtakre, 68 més seit-
tipusokra néeve inakiiv. A VEGF homodimer gikoprotsin, amely diszulfid hidakkal
van Jsszekapesolva, A humén VEGF-nek négy kilenkézd formaja smerstes. A
negy zoform 121, 185, 188 és 208 aminosav hosszusagl, és exek a VEGF RNS
alternativ Ssszefonddasival alakulnak ki A VEGF s csak a magzati ma] cDNS-ban
van bizonyliottan jslen, mig a VEGF 3, VEGF g5, &8 VEGF 150 &gy sor tumorsejtben
&s tumorssdvetben van bizonyitottan jelen. Minden VEGF izoformnak van veretd
(leader} szekvenciaja a kivalasziashoz, de csak a két legkisebb forma valasztodik ki
hatekonyan [lasd példaul Marting-Baron G. és Marmé 0 VEGFkdzvetitett fumor
angiogenezis: 4 cél a rék ferdpidban (VEGFnadiated tumar angiogenesis: A na
target for cancer therapy), Curr, Upin. Biotechnal §, 875-880 (1965))

A jelentegl lumorterdpids megkozelitések tovabbleflesstése és favitdsa, va-
famint 8 VEGF jcllemzése céliabdl meglelald mennyiségl VEGF-re volt és van

szlkség. A taldlmannyal dsszefliggden kiviislazelt munkdk koral szakaszéban kiza-
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rolag & VEGF rekombinans termelésdt fsmertették rovarsejlekben Baculovirus
exprasszits rendszer segifségével [Idsd példadl Fiebich Bl L &s munkatdrsal
Funkcionalisan  akliv human  vasskulads  endolelidlls ndvekedést  faklor
homadimerak szintézise &5 UGsszeidlitisa rovarssfiekben {Synthesis and assembly
of functionally active huﬂﬁan vascular sndothelial growih factor homodimers i
insect celisy, Eur. J. Biochem. 211, 18-26 (1883} A késtbbiskben termeld crga-
nirmusokként  Saccharomyoss  cerevisiae [Kondo & &8 munkatdrsal &
Saccharomyces corevisiae altal termelt human vaszkulérs endotelidlis ndvekedést
faktorfvaszkuléaris permeabilitsd faktor legrdvidebb izoformia (VEGFNVPF 1) elise-
gitt mind az angilogenezist, mind a vaszkuldrs permeabilitist {The shortest isoform
of human vascular endothelial growth factorvascular  pesrmsability  factor
{VEGFNPF ) produssd by Saccharomyops  cerevisias  promotes  both
angiogenssis and vascular permeability), Biochim. Blophys, Acta 1243, 185-202
{1295)]. Pichia pastoris Sleszid [Mohamra D és munkatérsal Bicldgialilag aktiv
human  vaszkulards  endolelidlis  nivekedss!  faklor expresszidia  élesstfiben
{Expression of biclogically active tumor vascular endothelial growth factor in yeasd),
Growth Factors 12, 17-27 {1995)] és Escherichia coli {Slemeister G, és munkatér
sab A VEGF tumor anglogenezis fakior bioldaiaiiag aktiv roformiainak expresszidia
Escherichia cpliban  (Expression of bidlogically active isoform of the tumor
angiogenesis factor VEGF in Escherichia colf), Blochem. Biophys. Res. Commun,
222, 248255 {1888) hasznalatal s lsmerielték. Ezen rekombindgns rendszerek
mindsgyike bicldgialag aktiy VEGF-et termel. Az E. coli exprasszids rendszer
azonban bonyolull 3 fehérje tsziitasat és helyradliitasat Metden, mivel ez g fehérje

zarvanylestekbe van beagyazddva.

KIVITELL PELDAK

Cssrefonlnlds

A szabalyoshatd Physcomitrelia patens tmegienysszetek [Rautter és Raski,
aibedskbern idézelt munka] S5 a Physcomitrelia patens lombos mohéba vald DNS-
-atvitell eljaras kKidolgozdsa [Reutter Ko Heleroldg gén sxprassaidia Physcomitrelis

vatens {(Medw.} 8 . 5. G.-ben (Expression heterologer Gene in Physcomitrells



patens {Hedw) B. 5. G}, Dokiort disszertdcid, Hamburgt Egystem {1984)] megte-
remisligk az eiffelidtalekel ezan ndvény bioldgial hasznositdsahoz.

Az ezt kiveld munkak sordn  a Reuttsr kézleményéb$ [kordbban idézelt
munka {1894} lsmar franszgenikus Physcomitrelia vonalskat vizsgalvae kimutatiuk
az inlegracié hosszdtdvh stebifitasdt. Poldaul  heleroldg nptll és gus gének
SXPISRsZIGa MEg negy &v uldn is dimutathatd.

A Physcomitrella bioreakior tenyészetet optimalizaiuk, {}iyaﬁ keverdd failesz.
feitlink ki, amely megvaldsifis a profonematak apritdsat és igy bistosija a tenyésset
kivant homaogenitdsat allandd, 300-500 fordulatipare keverés meliett. lgy lehetdve
valt 3 standardizalt mintevétel Egyidejileg a bejdvd levegd sokkal egyenistessbben
osziik @ a folyadékienyészethen. Megallapiiotiuk, hogy ven kérlimdnyek kdzétt a
biomassza- €s fehérje-kifejiddés kisd pH szabilyozas nakil ugvandgy végbe-
gy, mint pH szabalyozassal, meglepd mddon tehat ez widhbi nem is szikséges
Falig folvamatos {zemben hatente lerenként 500 myg biomasszat vagy 22 myg dsx-
szas fehéndt kaptunk {szdrar Wmeg). £z a biomasssa termeléshen Stszdrés ndve-
kedést lelent egy hagyomanyos 5 fiteres lombiktanyészethez viszonyitva, A Knop
tapkizeg sokoncentracidiat tizedére cadikentve hasonld éridkeknes jutottunk, &s
igy kdliségosidkkentést érlink el

S mmol ammdnium-tartardt  hozzdadasa a lag s megrdviditdése révén
meggyorsiiolia 3 biomassea kifejiddését Egyidailileg ar amménium-tartardt hozzé-
adasa olyan lenydszatekher vezelsll, amelysk nsaknem kizdrdlag kKlorondma sejte-
ket tartalmaztak. Aramidsi cllometria segitségével Kimutattuk, hogy a sejttenyészst
sefffeinek kbzel 100 %-a 5 seitciklus G244 faziséban van. Bzt ar eredményt a2
auxinng! vegzett tovabbil fizioidgial vizsgalatok és 8 «al112 és wall13 differenciale-
das-specifikus mutdnsokkal végzelt vizsgalatok is aldtdmassiolidk, ami arra engad
xivatkeziaing hogy a kavlonéma sejfek az idd Winvomd részében a GUG0 fasishan
vannak, mig a kioronéma sejtek zimmal & G2/M fazishan vannak.

Egy promdtert vizsgdltunk mohakban vald  indukahatdsagra, shhes
agrobakianalis T-promdted hasznditunk. & f-glukuroniddz {gus) gént alkalmasiuk

arker génkent. Az aimensdileg transzformalt moha protoplassiokban {ranszformé-
el ardny = 3907 5 mmolt indol-S-ecetsavval vald indukélds wtén a Gus gan

expresszidiat észleltik. Expresszio nem észistheld a kontroliok egyikéhen sem.
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Az emberi vaszkuldris endotelidlis nivekedési faklor (VEGF ) 121 amino-
savas dsszefonddast formajanak génjst 0,510 65 3,2.10° kozétll transzformélasi
ardnyokkal Physcomitrella-ba itk at. Ebbdl a célbdl a gént a konstlitutiv 358
prombter mgé és a ndvényekhez haszndhatd pRTS transzformacids veklorba
kiénoztuk, Egy masodik megkdzelitésben a megfeleld human ER tranzit peplidet
kodold szekvencidt is kiénoziuk. A kapott stabil transsformansok Southern elemzg-
tipusat. A Northern elemzés exekben 8 ransziormansokban az nptll &5 a k& VEGE
gtirat jeleniétdt igazolte. A VEGF;; mohasefiekban  vald expresszidjat indirekt
immunfiuoraszosncidval igazoltuk. Konfokalis 18zer tapogatd mikroszkdp segilsége-
vel egyértalmien Kimutaliuk, hogy a fehére a sejtekben lokalizalddik. Ezek a vizs-
gélatok a tranzitpeptid nélkil transzformanseknal azt mutattak, hogy a feherje fdleg
a citoplazmaban okalizalddik, Azokban a transeformansokban, amelyek még ar ER
tranzit peptidet is tartalmaszak, a fehérje a magterlistekban &3 a8 cslos sejtek
cstcsteriieteiben taldthatd igen nagy ER-tartaimy helysk. A Blalmany szerint eléédl-
fitolt heterolog fehérje bicldgial aklivitasat ELISA vizsgalattal és két mukadesi vizs-
galattal igazoltuk, amiket a fenydsztd Bpkdzegbd! kapott VEGF fehérén hajlotiunk

vagre.

Anwvagok &s elidrdsek

Hacsak a leirdsban mast nem kdzilnk, az alkalmazolt vegysserask anglitikat
minfségiiek voltsk, és azokat az aldbbi cégekidl szerezitik ber Fluka {(Neu-Ulmyj,
Merck {Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heldelberg) és Sigma {Deisenhofen).

Az cldatokat tiszthiolt, progénmentes vigeel készitettlk, amit a {ovabbiakban
mindig HaO-val idiink; ezt a vizet Millipore-Q viztisziitd rendszerbdl {Millipore,
Eschbom) nyertik.

A restrikeids endonukledzokal, DNS-mbédositd enzimakst és molekuldris bio-
gial készietekst ar alabbi cégekidl szersrilik be: AGS (Heidelberg), Amersham
{(Braunschweiy), Applied Blosyslems (Weillerstadt), Blometra {(Gdtlingen),
Boshringer Mannhsim GmbH (Mannheim), Genomed (Bad Qeynhausen), New Eng-

land Biolabs (SchwalbachiTaunus), Pharmacia {(Freiburg), Qlagen {(Hilden,
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Siralagene {(Heidelberg) és Novagen {Madison, Wiscansin, USA). Hacsak mast

nerm koziink, ezeke! 8 gyartd Otmutatasal szerint hasznakuk fel.

Vektorok &s konstrukeldk.
A pCYTEXP-VEGF 3 plazmid a pCYTEXP1 [Belev T. N. és munkatérsal

Teljesen modularis veldor rendszer a gén exprasszits optimatizalasahoz Escherichia
coliban (A fully modular vector system for the optimization of gens expression in
Excherichia coli}, Plasmid 28, 147-150 {1881)] szdrmazéka, amslyben g humén

EGF R cONS-2 integralva van E. coliban vald expresszithoz. A VEGF,»: cDNS
Nde | &5 Sal | restrikeids endonukledzokat alkalmazve Kimetsszik a pOYTEXP-
VEGF b8, tisziftuk, tompa véglve tesszik, és a pRT10T [Topfer R, és munka-
tarsall Nivenyl expresszios veklorok készlets! transzkripcios és transzianios fizidk-

hoz (A set of plant expression vectors for fransoriptional and translational fusions),

42

Nucleio Acide Res. 18, 5880 {1887)] Sma | hasiidsi helyébe kidnozzuk, a 358

pramiter és g CaMV polisdenilezd srekvencigja kdzé. Az igy kapott kazettdt Hind
Hat akalmazva kimetsaztk, és a pRTYY transzformald vektor Hingd 1 restrikgios
hasitd helyebe kidnozzuk. A pRTOE sgy tobbszdrds kidnazd helyen kKiviil a neonioin
foszfolranseferdz gént is fartalmazza a 358 promdter és a CaMV megfelsls
poliadenitezd szekvencidja stabdlvordsa alatt [Tapler R, és munkatarsal. Sokoldalg
ridriozd veltorok atmenati gén expresszidhoz és kivellen génahvitelkor ndvényi sej-
tekben (Varsalile cloning vectors for transient gene expression and direct GENE

"~

transfer in plant cells), Nucleic Acdids Res. 18, 8725 (1888)]. Fz a gén s stabilan

}'

tfranszformall nivenyekben G418 antibivtikum-reziszienciat bizfos#t. A plazmidokat
Escherichia coli DHSa iorzsben tobbszdrdzzik  [Bambrook J. és munkatdrsai:
Molecular cloning: a lsboratory manual, kisdd: Cold Spring Harbor Labaratory
Frass, New York {18883

Az sredetileg VEGF 3¢ rovarsejtekben vald expresszéldsédra kialakitolt pVE-
121 veklorbdl |, ami a VEGF .y ssekvencin kivid még azt & természetes tranzit
peplidel  kGdolc DNSYH is tartaimazza, amely &lat  sejlrendszerekben ax
endoplazmatikus retikulumon  keresztll kozvellti 2 kivalasztést a tapkdzegbe
{Féebmh &s munkatdrsal Funkeiondlisan aktiv human vasskuldris sndotelidlis ndve-

Radési faktor homaodimersk szintézise és Ossrediitdsa rovars sejtekben {Synthesis



‘z;% Y o ve PP
s e 2 X v ox
» oo o xa o

x - P
o . X 9 e

xe0@
vy x

>
XY
®

and assembly of functionally active human vasculgr endothelial growth factor
homodimers in insect calla), Eur. J. Biochem, 211, 19-28 {1883)), Bam Hi és Bgl
restiikoios sazimeket alkaimazva Kimetssaiik 3 ¢cDNSY, maid szt pRT101 fethaseng-
iasaval pRTOS-be kidnozzuk, &s ellendrizziik ennek megtécténtét,

A pNAZGT plazmid 2 pBI10T bindr vekior [Uefferson A, K. & munkatarsai:
Kiméra genek vizsgalata ndvényskben: a GUS gén fizids rendszer {Assaying
chimeric genes in plants: The GUS gene fusion system), Plant Mol Rep. §, 387405
{1987)] szaymazeka. Ez tantalmazza az nptl gént a nopalin szintelds promdter alatt
rrint szelekolds marker! ndvények szamda. A gus gént, amely szintén jelen van, ax
Agrobacterium tumefaciens-bd! szdmazd 1-promoter szabalvozza. & pNA20T ab

kalmas a Physcomitrella patens kdzvetien transsformalésara,

Antitestek

AVEGE fehére sllen két kGionbozd antiteste! alkaimazunk. Az elsé antitest
By nyll-anti-VEGE antitest, &3 a nativ human VEGF 1-20 aminosaviainak megfe-
0ld szintetikus peptid ellen irdnyul [Fiebich és munkatarsal eldzdekben idérett
munka {1983}] A masodik antitest egy monckiondlis egér antitest, amely a human

VEGFp: feharie elflen rdnyul (R & D Systems, Wisshaden),

NOvényi anvaaok

A Physcomitrella patens (Hedw.) B. 8. G. lombes moha vad Hpuss Brzsst
alkalmazzuk, amely g Genetics Group at the Department of Gensral Botany, Hame-
burgh BEgyetem, gyliteményébdl szérmazik. Ennsk eradete a 18/14 toezs, amelyet a
H L K Whitshouse in Gransden Woodban (Huntingdonshire, Anglia) gylitditek, és
amelyst sporabdl altenyésstetiek.

A vad tipusd tOrzset vagy folyékany tenysszethen tenvéssiik Knop tapks-
zeggel (Reski R. és Abel W. Q. Csirdzds indukeidia a Physcomitrella patens moha
woronemalain- $5 kaulonematdin zopenteni-adenint atkalmazva {Induction of
budding on chioronemate and caulonemata of the moss, Fhyscomitrella patens,
using isopentenyiadenineg), Planta 185, 354-358 {1885}, vagy 1% Oxoid-agart

{Unipath, Basingstoke, Anglia) tartalmazd suitérd Knop tapkdzegen tenyésslik. &
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folyekony tenyésztést Reski modszerével vegerzik [lasd kordbban idérelt munka
{(1990)1. |

Rioreakior-tanyaszed

Tomeglenyészies célidra a ndvény! anyagot bevezalilik egy keltds képennyel
eliatoll, 7 lieres, herekfenekil dveglombik bioreskinrba {Applkon Biotek,
Knlliwald}. Ebbe a bioreakiorrendszerbe a fedélben Kalakilof furatokon kerssstil
3 lenyészibtérbe nylldan sav, bazis &s tapkdreg bejutialdsdra szolgdld hasznall
tevegh kondenzétort, levegdzietd csdvet, pH slekirddot (Conducta, Gerlingeng),
hémérséklet rzekeldt, keverd srerkazetel, mintavaevd csiivet és baveretd osdveket
Hesztink. A tenydsziést 25°C hdmersdideten végezzik, és a hdmérséidetet a ket
108 kapennys! dsszekaposoll, megleleiten bedlitolt vizfirds segitségével szabs-
33;0;@_33;:“(, Azokban 3 Risérletekbern, amelyeket pH szabalyordsseal végzink, & pH-t

fandoan 5,8 ersken tarfiuk egy Birdld egysdy segiisbgdvel A hétmérsékistmérgst
&s a pH szabalyozast Biocontrofier AD 1030 bersndezéssel {Applikon Biotek,
Knithwald} hajjuk végre. & keverési sebesség  ADI 1012 motorszabélyvozd
{Applikon Biotek, Knllhwald) segitségével valtoztathatd. A tenvésstd tapkdzaget &
fandéan levegdeteuk 10° Pa levegdvel, amit pordzus injekiald slemen kereszil
juttatunk be. Abbdl g cébdl, hogy bistositsuk 2 sterilitdst a tenyészid sdényben, az
Geszes levegld bevezeld és kivezeld nylidst storfizdld szivdvel (Midisatt, 0.2 umy;
Sartorius, Gitingsn) Etjuk el A biorsakioros te*‘ymzt&m oidalrd! magvilagitolt {fe-
hér fany; Osram L 40 W20, madmum 100 gmols m™ ) tenyéssibitikéban véigesr-
=ik, A tenyssreteket 1 Mer a bioreakturtérfogatra szamitva 0,5 -1 g nedves tdmegl
ndveny! anyagga! inokulaliuk stenll krliiménysk kézdt. A mintavevd csd a keverdivel
azonos szinten van sthelyszve, igy 8 keverietés kizhen biztosithaid az egvenistes
mintavétal A kis mintemannyiségekat (<100 mb) steril fecskenddve! vesszik Luer
reteszosatizkozason keresziil, mig & nagy mintatérfogatokat példad 501 Bl faljal
ellatolt 302/3A tipust perisztalitkus szivattydval (Sartorius, Gottingen) vesszik.

A Wnop tapkdzegher & mmdll ammanium-tariaratot adva alakijuk ki a vad

tipus Kiorongma tenvaszeteit
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Ha polivinilpirrolidon {PVP} stabilizaldszer van jelen a tenyésstd tapkdzeg-
ben, jelentdsen ndvelhetd a kivalasstodol biclogiailag akliv heteroldg fehére ho-
@A,

A kaulonéma differencialddasa, amely a protondma kifellddése sordn megy
végbe, indukathatd és ndvelheld fizioldgial mennyiségd auxin kiilsé hozzdadasdval
a magleleld koncentricid peldaul b pmolfl indoh-3-acelsav (IAA) lehsetl.

A transziormansok folyékony fenyészeténsk szelekaids nyomas alstll &tre-
hozasahos 50 moft G418 antibiolirumot {Calbiochem, Bad Soden} adunk a Knop
tapkdzeghez. EbbH a célbd! a tenydszetet minden ficadikk napon kizvstieni az ap-
itds =B 100 wm-as sterd szirdkdn sziinlik &t {Wilson Sleves, Nottingham, Anglia)
és abvissziik sgy srelekoids Wapkdzaggs! 104AH Edenmeayer lombikokha.

A tapsd-vizsgdiatokhor a Knop tapkdaegst 1,10 ardnvban higituk vizzel

Transaziomalas

Transeformalasi eljarasként a Reutter 85 Reski dital ismertetett {az slfzdsk-
ben idézelt munka (19868} PEG-kdrvetitet), ;}mmm&asztekm tortend kizvellen DNG
atvitell valasstoftuk. 58 ug plazmid DNS-t alkalmezunk 310 @mmpiaszmm minden
transzformaldsbarn, Ha mast nem kdzilnk, & proloplasst regeneralisfira és a stabil
transeformidnsok Kivélaszidsdra Reuller s Reski mddszerdt [az slidslaekben wézstt

munka (1988)] hasenadljuk.

Kozvelell inmunfiuorsszeencia

Puffer MSE: 100 mmdli PIPES, 5-10 mmal EGTA &
mméi MgSCy, pH 8.8,
F-MSB: MSB + 5% DMBD;

E-MSE. MGB + &% DMEO + §% Nonkiey;

WARMSE: MBR, 1.2 ardnyban higiva vizzel {mosd

puffer).
Enzim oidat 1 % celluldr, 1% pekiingz, 2% drizelaz
MSHE-ben, pH 5.8 {minden enzim a Sigma oagidl,

Delsenhofen, Németorszag).
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A meha protonemdtal F-MSB-ben levd 1,25% glutdraldehidben {térfn-
gatfterfogat) régeitiin, legitliebb 10 percig inkubaliuk, és rivid ideig mossuk
WeMGSB-vel Enutéan a protonematdt MSR-ben fevé 2%-os (rfogatitérfogal)
paraformaldehiddel 40 parcen &t inkubaliuk, &s hdromszor massuk W-MSB-ve! {8b-
fHés 1y, mosas 2x §5-5 percan &),

A ki nem moghatd szabad aldehidekst MSE és egy spatulahegynyi szilard
bérhidrid hozzésddsdval redukaljiuk 10 perces inkubalasi iddvel, A harhidridet ha-
ram mosassal favolitivk sl W-MSB-vel.

A kévetkezd iépésben az enzimoldatial végzelt 10 perces kezeléssel & sajtfa-
lakat aleresslive tesszik. Az enzimss reskeidt a pH valtoziatésdval allifuk le
{MER,; pH 8,8} A keverdkst ismét haromszor mossuk W-MSB-vel.

A Korofileket detergens oldattal vagzelt 120 perces  inkubaldssal extrahat-
ik, Az oldatol ezutsn W-MSB-vel végrel! hdromszon mosdssal eltdvolifuk.

Ez uidn az eltkészitdsi munkamenet wédn & moha protonsmatakat mar
inkubathatuk a primer antitestiel (anti-VEGF; higiids: 1/50). Ext 37°C hdmorsdkla-
ten vegezziik 45 percen &l W-MBRB-vel végeelt harom mosas utén hozzaadiuk
jelzett szekunder antitestet [anti-nyll és antiegdn hightas: 1:30; jelzés fluorsszosin
rotiocianatial (FITC) (Molecular Probes, Leiden, Hollandia)] és az elegyet 45 parsig

?3
))

himérsekistan inkubdliuk. Az eltzdek szerinl 3 mosss! igpésen kivil a keve-
reket egyszer mossuk W-MEB+D 1% tritonnal, A protonamatat ezt kévetden fal-
vasszik W-MSB-ben és 4°C hémérsékleten troliuk legalabb egy éiszakén &t

Az anyagot TCS 4D tipust konfokalis ézer tapogatd mikroszkdppat {CLBM:
{Lelca Lasertechnik, Heldelberg), Scanwarse 5.0 szofiver {Leica, Heildelberg) sagit-
segdve ertékeliin,

CLOM vizsgalal céflara a mintdkat montirozd oldatban (Dabon, Sigma,
Deisenhofen) targylemszre helyezzik. A szekunder antitasthez kapesalt FITO fluc-
reszeens festék gerjesztésdt argon-kiiplon lézer segitsdgdvel végezzik 448 nm hub

Amhossendl A FITC a fényt 528 nm-ndl emittélia.
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ELISA vizsgslat

A meglelelden transzformalt moha ndvdnyskben kialakult és o tenyéssté tép-
kizegben megisient VEGF fehérje mindségl és mennyiségl meghatarozasét ha-
gyoményns ELISA vizsgalatial végezzik, az eibzdekben leirt antitesteket alkaimaz-

va. Az ELIBA-leszther kizvetlantl 200 ul tenyvészid tapkdzeget adunk.

Funkcionglitdsl vissasdiatok

A tenyeszid tapkdzeghdl kapotl, rekombindns mdédon kialakult VEGF bioldgi-
ai  aklivitasd! milogen  viesgalattal  [Miwvazono  és  munkatdrsall  Humans
vedamezkékbd! vald endotelialis sejt ndvekedési faktor Hisziitasa és tulaidonsagal
{Pwification and properties of an endothelial cell growth factor from human
platelets), J. Biol Chem. 282, 40884103 {19874 és 13, ‘ﬂapi chariealiontnin-
membrane  angiogenezis”  vizsgalattal  {(Day-13  chorloaliartoic-membrane
angiogensazis assay”) [Wilting &5 munkatamsal: A ny(l szaruhértya vizsgsiat morfold-
giai tanulmanyal (& morphological study of the rabbit comes! assay), Anat. Embryal,
383, 1187-1174 {1981} sllendrizzik. A tenyéssld tapkbzaget eldzdley ultrasziirés-
nek velilk alg, majd lolilizaljuk és Gpra szuszpendaliuk pufferban. Kivant esstben

tovabbi tisctitésl lbpdst s vagezhsetink kation osziopot akalmazva.

Az T-promdter indukdidsa

ot

Az Veprométer auxinnat vald indukdthatosagdt 5 umdit indol-3-soatsgyval
(AA) vizsgdliuk. 5§ nappal & transzfomalds utdn a pNAZOI-gyel végeett transzfor-
aldst reakeid 100 ples protoplaszt alikvoljalt dtvisszik egy 88 Grages mikrotitrgld

lemez {(Nung, Wiesbaden, Nématorszag) lregeibe. A proloplaszt szuszpensiokat 8

gran at inkubaliuk 1&4&wval, {véghoncentrddd = 5§ umdll). Az indukeids kiséristoket
kizveltientl az inkubdcids idbszak utdn érigkalilk mindségl B-glukuronidas vizsgé-

lat segilségével

Mindsdgi B-alukuromdaz virsaslat

A R-glukuroniddz akthvitast mindségl vizsgalattal hatarozzuk meg [Jeffersan

A R Kimdra gének vizsgalata ndvényskben: GUS gén fizids rendszer (Assaying
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chimeric genes in plants: The GUS gene fusion system), Plant Mol. Rep. 5, 387405
{1887

Szubszirdtum puffen sl KsFe{ON)g: SO mmdid NagHPOy;
mmdlt KFe{CNy 1% (érfogatitérfogal)
friton X-100; 50 mmdid NaHa POy 10 mmaii
EDTA {(pH 7.0) 4 my/mi PVP {molekulatémeg 10 000}
Fastd oldat 12,5 mg S-brdm-4-kliar-3-indolib-glukuron-say  {(Biomal,
Hamburg, Némslorszdg), feloldva 250 ul N N-dimatil-

formamidban /50 mi szubsziratum puffer.

Moha protonematat és moha protoplasziokat Knop- vagy regenerdld tpks-
zegben inkubalunk maximum 72 drén at 37°C himérsékisten azonos térfogatd fes-

16 pidatban, és kbzvetlenl! exutan értdkeliik mikroszkdp akalmarssaval

Eradmények
A biorsakior-tenvészet homogenidsa: mintavélel

Sejftenyészet eseldn csak homogén tenyéazetekhs! vehatd minta standardi-
alt modon. A protonéma hosszl sejfirostokka vald ndvekedése hosszabbodolt te-
nyeszigst idd ulan gyskran ssit-aggregdtumolk képzddéséhez verst, és ekkor =
nbvény anyag inhomogénen oszlik el a folyékony tenvészetskben. Abbdl a cébal,
hogy etkerGiiR az fyen aggregdlddast, a protonémakat adott iddkdzénként apritiuk
{ext bioregktorban a 10, nap slteliével minden masodik napon, razatott tenyészat-
ben minden 12, napon  végezheljlk}l, nagy forgasi sebességl  keverd-
kethomogenizéidkat alkalmazva. Abba a célbdl, hogy a bicreakiorban még hosszd
lermesziest IdSlartaom soran is a kériiménysk folyamatosan fenntarthatdak legye-
nek es ugyanakkor a standardizalt mintavéie! s elérhatd legyen, célszeril a harom
keverilapatos furbina keverdt Ogy madositani, hogy a keverdlapatok éleit lekészd-
gk, es igy ezeketl nyirdlapaiokks slakitiuk. Az allandd 200-800 fordulatipere se-

¥

bessegl kevertetés” leheldve teszi, hogy homogén bivreakiortenyészetek alakul

janak ki,
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A biomassza fefiddés [szdrazanyag (mg/l] 35 napos idStartam {840 &ra) alatt
a turbinakeverfvel 500 fordulatiperc sebességgel kevert a kontroll tenyészetekben
azonos a nyirdiapatos kevarbvel kevertstett bioreakiortenysszetekben eléd éridk-
kel

A tenyészet homogenitdsat (gy becstlilik meg, hogy minden esetben hat
parhuzamos mintat hasonfitunk dssze. Ossrehasoniitasra a 100 mi mintdban 8vé
ndveényl anyag sidraz tOmegdt hatdrozsuk meg. Amikor madositatian turbina-ke-
varfl  haszndlunk a blomassza koncentracidjanak nivekadésével né 3 standard
eltérds, A nyirdlapatos keverdvel végzel! kevertelds kivetkesmeényeképpen a kivelt
mintak standard eltfrése kicsing marad, Bz azt a kévelkeztetdst tess! lehettvd,
hogy a modosiiolt keverdt hasznalva 35 napos idStartam sorén sgységesen homao-

gen wenyeszet kaphatd,

Az -promdter indukdihatdsaganak vissgdlata

A pNAZOT plazmidban az Phpromdler a gus géntél falfeld” (upstream) he-
fyezhadiK e &5 szabdlyozd elemként mikodik, Mohan vigzeft indukcids vizsgéla-
Iokban ax kmen §-glhukuronidaz vizsgalat alkalmas as exprasszid kimutatdséra, A
transzgenikus dohamnyal vegzel! vizsgdlatok azt mutatidk, hogy nagy suxintariaimd
sebvetekben az 1-promdler B-glukuronidéz expresszidighoz vezel, gy ¢ 3
promoter auxin-figgdnek tekintheld. Physcomitelia patensben az {-promdter
awxinnal vald indukathatésagat idelglenesen transzformalt protoplassiokon vizsgal-
juk.

A transziormacios regkoitkeverdkekat B wmdl indol-3-acatsavval (18A) vig-
zell § Oras inkubdlds utdn inkubdlds nélkil vetitk ald B-glukuronidaz vizsgdlamsk.
A kontroliokban 1AA hozzdaddsa ndlkiil a mikroszkép alaltl vizsgaist a reakcidkeve-
rékek egykeben sem Wr fal kék protoplasziokal Ezzel sllentétben gz audnnal
inkuball protoplaszick vizsgdlats a gus gén expresszididt gazofa. A kék
protoplasziokra alapozva 3-107 transsformacids ardanyt érink el. £z vildgosan jels,
hogy atmenetiieg transzformall moha profoplasstokban az V-promdter indukahatd

87 suxin ndvenyi hormon révén,
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Vekiorok kialakitasa a VEGF transzformaldsokhoz

Abbdt a cdlbdl, hogy a vezetd szekvencia nékilt VEGF 1z cDNS-8t {amelye-
ket a tovabbiskban VEGFC-nek neveziink} és g vezeld szekvenpiat tartslmazd
VEGF 12 cDNS-& {amelyst a tovabbiakban VEGFP-nak nevesink) Physcomitrelia-
ba transzformadliuk, a szekvencidkal egy nbvények  szamara  alkalmas
promdterfterminator egysdg kizé kel kidnozni. Ere g célra 358 CaMV promdtert
&s a megfelsld poliadenilezd szigndlt  valassioltunk, A megfelellen eldkészitelt
VEGF oDNS szekvencidkat a pRTI01 vekior t6bbszdrds kidnozd helysnek Sma i
restrikoids hasitd halyébe kidnozzuk.

A kapott vekiorokat {(pRT101 VEGFC 3 és VEGFP 21} szskvencia elemaés-
nek veliik ald a 358 promdier terminglis forleterd! lovazetell primerrel, &8 vizsgdl-
uk az inlegricit helysssdgdt a promdier £s g poliadenilezd hely kizdt
A kapoll kazetliakat Hind H resirikcids engimmae! kimsdsszik, &5 a pRTHE tényleges
transzformacids veklor Hind I hasitast helydbe k&émﬁwk {pRT8S VEGFC 3 s
VEGFP 21). A kazettak NPTH kazetidhoz viszonyitol orientacidigt Sma lwvel ég
Hine Hvel végzelt hatagsal hatdrozhafjuk meg. Promdier — poliadenilezd szignal
orientackd esetében egy 5250 bp-s (VEGFC) és egy 5380 bp-s (VEGFP) fragmen-
tumat kapunk, mikdzhen az ellenkezd orientécid egy 1100 (VEGFCY1330 {(VEGFP)
bp-s és gy 4150 bp-s (VEGFC és P} fragmentumot ad. A resirikaids elemzés csak
agy SISWHABY bp-s fragmentumot Har fal, tehat a pRTOY nptll génjdhez viszonyitolt
promater —» poliadeniiazd szignal orientacidhan megidirtént a VEGFUIF kazaltak

badpiiless.

VEGFD fransgiormacidk Phyvscomitirelidba

A VEGFC konstrukeid franszformalisanak abszolyl transzformacids ardnya
vad tpusit protoplaszickban allandd transzfonmans-siabiltds mellel, ibbszdn

Knop tapkdzegiszelekcios tapkdzeg valas utan ,5.107.

A franszicmalt plaznid hiegraciSianak kimulatasa

A novényl genomba vald integralas megitnténtét Southemn hibridizdlassal

mistatuk ki



.3
fud

R R LRd K
e e

Probakkant egyrészt a pRTSS-bA! szarmazd nptil gén Neo | fragmentumat,
méasrészt a pOYTEXP-VEGF -b8# szdmazd VEGFC Nde ¥8al 1 fragmentumét
hasznaltuk,

A transzformansok hasitatian ta:i}e"s DNS-ében kimulatolt szignéi-sk igazaijék
poli-A kazetta integralddas utdn taiges maradts, Hind Hmal véxg:{eﬁ hasitassal
vizsgdiuk. Ha integracid utdn a kazetla ép marad, er a restrikcids enzim a telies
DNG-bA egy 1100 bp-s fragmentumot hasit ki,

ANEGFD probéval vizsgalt hibridizacids mintanad! franssformansnal egy 1100
bp-s fragmenturm mutathatd K Bzt az igazolia, hogy meglivtént g teljes VEGFC
expressnids egyseyg integralédssa, ami a VEGF ¢ mohaban vald helyes  transz-

kripcidianak ¢z expresszididnak slbfalisisle.

A helerolog gének anszivipoididnak kimuiatdsa

A transzforménsok VEGFC és NPTH heleroldg génjsinek atirstall nem-
radicaktiv DIG kimutatd rendszerrel mutatjuk ki, a VEGF és az NPTH prabakat al-
kaimazva. A flusrogramban kimutatolt ativatok mérete 780 nukleotid a VEGFC at-
fatnal és 1100 nukisolid az NPTH atiratndl, {ehat ezek a vérhatd nagysaégrenden
belldl vannak., Amint warhatd, a 58 hatercldy atirat egyike sem mutathatd ki a WT

kontrofiban,

A transzformansok elemsése huméan tranzit peptiddst

50 ug oRTORP 21 plaomid PEG-kdzvetiietl DNS atvitels transzformacids
reakcionként olyan transzformansokat alakit ki, amelyvek tartésan siabilak szslekoi-

o3 taphdzegen. Ebbdl a stabil transsformécids ardny 3,310 % nak adodik.

A transzfornmnslt plaznid nleardiddasénak kimutatdsa

Az slfzdekben leint transzformansak integraciGiat tranzit peplidde! az elfzé-
ekben lelr Southem hibridizacidval mutativk ki, a lelit probakat alkalmazva. A Hind
H-mat hasitot! teljes DNS hibridizaldsa a VEGF prébdval egy 1230 bp-s fragmen-
wmot mutat ki, ami azt igazolia, hogy a telies 358 VEGFP poll-A karetta integrals-
dott.
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A heternldg gének ransskripeidianak Kimutatdsa

Mind az NPTH mind 8 VEGF satiratok kimutathatok as eléz8ekben kirvonala-

zolt sljdrassal.

A human VEGF . Kimulatdsa transzoenikus mohassitekben konfokdlis 1érer tapo-

gald mikroszkdnot alkalmazva

Ebben az efarasban a vizsgdlandd fehéijét kozvetient! jelezziik rogzitett sej-
tekben. Az énékelést konfokdlls lézer tapogatd mikrosskop alatt végezzik, ami a
szokasos fenymikroszkdphoz képést javitolt felbontdképességye! rendalkezik.

A rekombinans VEGF, fehérénsk ~ ha kimutathatd 3 mohasejtekben ~ a
citoplazmaban kel felhalmozddniuk 8 VEGFC transzforménsokban. VEGFP
ranszformansok esetén ennek az ER kel kimutathatdnak lennie rendszerben, ha
a tranzit peptid szigndlként miksdik a mohaban.

A kozvetel immunfluoreszeencids eljrds és a szamitdgéppel énékel
xonfokalls ezer tapogatd mikroszkdpos adatok 8 human VEGF 24 exprasszidial iga-

zoljak transzgenikus mohasefiekben. Az adatok azt is igazoligk, hogy fransgenikus
mohaban a VEGF ., sikeresen szalitddik &t ax endoplazmas retikulumbs a megte-

&lf human tranzit peptid jeleniétében.

AVEGE jelenislének vizsadlata a fenvesstd taokézeaben

A tenyeseid tpkdzeg 200 phes alikvolidgt PVP jeleniéidhen ELISAwval vizs-
galiuk. Bz a vizsgalat azt mutatia, hogy a tranzit peplid kédold szekvencist magaban
foglald expresszids Kazettdval transzformalt moha ndvénvek képesek VEGF-ef ki
bocsélani a tapkdregbe. A pozitfy eradményvek arra an gedneak kévetkezietnd, hogy

egy mikdddképes VEGF fehére van jelen.

A bioldgial aklivitas virsadlata

Mindket vizsgélat, amelyst a tenyésatd tépkdzegbe kibonsatolt VEGF fehérie
biologial aktivitdsanak igazolasdra alkalmazunk, pozitiv eredményeket ad, és gazoh
8, hogy a talélmany srerint aldaliiiolt VEGF kinverhett a fenyészid tapkdczeghdl a

kivant bickbgial akiivitassal.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

Efidras heteroldyg fehérjeszerdl anyagok elbaliitdsara nivvényt anyagbsn azzal
jellemesve, hogy moha protonéma szivetst alkalmazunk ndvényl anyagként,
&3 a teymelt fehéreszard anyagokat a termeld sedvetak vagy sejiek szélzisdsa

nelki nyerilk ki o tenyésztd dpkdzeghdl,
Az 1. igénypont szerintl eljdras arzal jellemesve, hogy a tenyessts tipkozaghe
kibocsatolt fehérjeszerl anvag egy anligénher specifikusan kétSdni képes

anyag vagy egy enzimaktivitdssal rendslkexd anyag.

Az 1. vagy 2. igénypont szerinti aljards azzal jellemezve, hogy olyan tenyésztd

tapkdzeget  akalmazunk, amely mentes cubyokidl,  vitaminokisl  vagy

fitohonmonokiol.

Az -3 igénypontok barmelyike szerint elidrds azzal jeflemeazve, hogy moha-

szévelként lombos moha- vagy majmoha-szivetet haszndlunk.

R

A4, igénypont szerintl elidras axeal jpllemezve, hogy mohaszévetként a lombos
mohak kGzé tartozd Physcomitralla, Funaria, Sphagnum vagy Ceratodon moha-

szivelat hasenadlunk.
A4 igenypont szerntl eliards azzal jellemesve, hogy mohasziivetként a méj-

mohak kézé tartozd Marchanta vagy Sphaerocarpes  mohaszdvetet haszng-

funk.

A meghataimazoft:
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